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(57) Abstract: The invention relates to 3-D structures 
of a polypeptide, whereby, in the 3-D structure, the 
polypeptide contains at least one amino acid sequence 
of a TPR-structure motif from a Hop protein, or a 
derivative thereof. The invention further relates to 
crystals, comprising at least one polypeptide in their 
asymmetric unit and, optionally, at least one further 
compound, whereby the polypeptide adopts the above 
3D-structure in the crystal. Furthermore, methods 
for the production of such crystals and compounds, 
having the property of binding, as ligands, to structural 
regions of a Hop protein are disclosed. Additionally, 
a method for the identification of inhibitors is 
disclosed, whereby ligands with inhibitor functions 
for the interaction of a Hop protein with at least one 
chaperone protein are obtained. Such inhibitors are 
useful for the treatment of tumour disease states, 
immunosupression, GVDH, or the treatment of viral 
infections. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft 
Raumformen eines Polypeptids, wobei das Polypeptid 
in der Raumform mindestens eine Aminosauresequenz 
eines TPR-Strukturmotivs eines Hop-Proteins oder 
ein Derivat einer solchenCAminosauresequenz enthalt 
Ausserdem betriffHile Erfindung Kristalle, die in ihrer 
asymmetrischen Einheit mindestens 
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ein Polypeptid und ggf. mindestens eine weitere Verbindung enthalten, wobei die Polypeptide im Kristall die oben beschriebene 
Raumform einnehmen. Weiterhin werden Verfahren zur Herstellung derartiger Kristalle und Verbindungen mit der Eigenschaft, als 
Liganden an Strukturbereiche eines Hop-Proteins zu binden, offenbart- Um Liganden mit Inhibitorfunktion fur die Wechselwirkung 
zwischen einem Hop-Protein und mindestens einem Chaperon-Protein zu erhalten, werden zudem Verfahren zur Identifizierung 
derartiger Inhibitoren bereitgestellt. Derartige Inhibitoren konnen als Arzneimittel zum Einsatz kommen und beispielsweise zur Be- 
handlung von Tumorerkrankungen, zur Immunsuppression, GvHD oder zur Behandlung von Virusinfektionen eingesetzt werden. 
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Raumform von TPR-Strukturmoti v enthaltenden Polypeptiden mit 
Chaperon-Bindungsfunktion, deren Kristalle und Verbindungen 
zur Inhibierung derartiger Polypeptide 

Die vorliegende Erfindung betrifft Raumformen eines Poly- 
5 peptids mit einer TPR - Strukturmotivsequenz , Verfahren zur 
Strukturauf klarung von derartigen Polypeptiden, Kristalle 
mit derartigen Raumformen, Verfahren zur Herstellung der- 
artiger Kristalle, Verbindungen mit der Fahigkeit, 
hochaffin an durch derartige Raumformen vorgegebene 

10 Strukturbereiche zu binden, Verwendungen derartiger Ver- 
bindungen zur Herstellung eines Arzneimittels sowie fur 
Arzneimittel fur bestimmte medizinische Indikationen, 
Verfahren zur Ermittlung derartiger Verbindungen und Ver- 
wendungen der mittels vorgenannter Verfahren erhalt lichen 

15 Verbindungen . 

Aus dem Stand der Technik ist bekannt, dafi bei einer An- 
zahl von zellularen Signalproteinen fur deren Faltung und 
konformationelle Regulation eine Koordination der Wirkun- 

20 gen von Hsp70- und Hsp90 -Chaperon- Proteinen' erforderlich 
ist. Hierbei waren unter den Signalproteinen insbesondere 
nukleare Rezeptoren von Steroidhormonen und mehrere Se- 
rin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen mit Proto-Onkogen- 
Eigenschaf ten, wie z.B. Raf oder Src, zu nennen (Buchner, 

25 1999, Trends Biochem. Sci . 24, 136-141; Caplan, 1999, 

Trends Cell. Biol. 9, 262-268; Pratt, 1997, Endocr. Rev. 
18, 306-360) . 



i 
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Viele Polypeptidketten interagieren co-translational mit 
Chaperon- Proteinen der Hsp70-Familie', die dadurch ihre 
Wirkung entfalten, daS sie die Mififaltung und Aggregation 
von naszierenden Proteinketten verhindern. Gerade an den 
Ribosomen synthetisierte Polypeptidketten werden entweder 
fur die Auffaltung in ihre native Konformation freigege- 
ben, und zwar ohne die Hilfe von weiteren Chaperon- 
Proteinen, oder aber zu einem diesbezuglich spezialisier- 
ten Chaperon- System weitergereicht (Hartl, 1996, Nature 
381, 571-579; Johnson und Craig, 1997, Cell 90, 201-204) . 
Unter diesen weiter stromabwarts wirkenden Systemen im 
eukaryotischen Cytosol sind insbesondere das Chaperonin- 
System TriC/CCT und der Hsp90 -Multi- Chaperon- Apparat cha- 
rakterisiert worden. Hsp90 erhalt seine Substrate von 
Hsp70 in einer Reaktion, die in kritischer Weise von der 
Funktion des Hop-Proteins (Hsp70 und Hsp90 organisieren- 
des Protein, auch als p60 oder Stilp bekannt) abhangig 
ist. In verschiedenen Arbeiten (Chang et al . , 1997, Mol. 
Cell. Biol. 17, 318-325; Chen und Smith, 1998, J. Biol. 
Chem. 273, 35194-35200; Frydman U nd Hohfeld, 1997, Trends 
Biochem. Sci . 22, 1718-1720; Johnson et al . , 1998, J. 
Biol. Chem. 273, 3679-3686) wurde gezeigt, date das Hop- 
Protein als Adapterprotein spezifische Bindungsstellen 
fur diese beiden vorgenannten Haupt- Chaperon- Proteine zur 
Ver f ugung s t e 1 1 1 . 

Honore et al . (1992 J. Biol. Chem. 267, 8485-8491) und 
Smith et al . (1993 Mol. Cell. Biol. 13, 869-876) konnten 
zeigen, daS das Hop-Protein fast ausschliefilich aus TPR 

(Tetratrico-Peptid- "Repeats" ) -Domanen aufgebaut ist, 
selbstandig aber keine Aktivitat als Chaperon- Protein 
entfalten kann (Bose et al . , 1996, Science 274, 1715-177; 
Freeman et al . , 1996, Science 274, t 1718-1720). Aus der 
Arbeit von Lamb et al . (1995, Trends Biochem. Sci. 20, 
257-259) ist bekannt, da6 TPR-Domanen aus drei oder mehr 
TPR-Strukturmotiven (mit ca. 34 AS Lange) bestehen, so 
daS sich die TPR-Domanen also durch degenerierte 

"Repeats" von einer Lange von 34 Aminosauren auszeichnen. 
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Aufgrund der Primarsequenzdaten vom Hop- Protein wurde in 
der Literatur vorhergesagt , da£ das Hop-Protein neun TPR- 
Strukturmotive enthalt, die wiederum zwei TPR-Domanen 
5 bilden. Als Ergebnis der Analyse von Deletionsmutanten 
hatte sich namlich ergeben, daS die N-terminale TPR- 
Domane von Hop (TPR1 (drei TPR-Strukturmotive) ) fur die 
Wechselwirkung mit dem C- Terminus von Hsp70 verantwort- 
lich ist, wahrend eine C-terminale TPR2 -Domane (sechs 
10 TPR-Strukturmotive) im wesentlichen die Wechselwirkung 
des Hop-Proteins mit Hsp90 sicherstellt (Chen et al., 

1996, Mol. Endocrinol. 10, 682-693; Demand et al . , 1998, 
Mol. Cell. Biol. 18, 2023-2028; Lassie et al . , 1997, J. 
Biol. Chem. 272, 1876-1884). Prodromou et al . (1999, EMBO 

15 J. 18, 754-762) konnten zeigen, daK das Hop-Protein die 
Hsp90-ATPase inhibiert und den Zugang von ATP oder des 
Inhibitors Geldanamycin zu ihrer Bindungstasche in der N- 
terminalen Domane von Hsp90 blockiert (Stebbins et al . , 

1997, Cell 89, 239-250; Prodromou et al . , 1997, Cell 90, 
20 65-75 und 1999, EMBO J. 18, 754-762). Carrello et al . 

(1999, J. Biol. Chem. 274, 2682-2689) und Young et al . 
(1998, J. Biol. Chem. 273, 18007-18010) haben, genauso 
wie beim Hsp70- Chaperon, die Bindungsstelle des Hop- 
Proteins der C-terminalen Domane des Hsp90- Chaperons zu- 

25 geordnet. Hierbei konnten Chen et al . (1998, Cell Stress 
Chaperones 3, 118-129) zeigen, dafi die Integritat des 
konservierten C-terminalen EEVD-Motivs bei Hsp90 eine we- 
sentliche Komponente fur die Wechselwirkung darstellen 
konnte. Auch ist aus dem Stand der Technik bekannt, daS 

30 die C-terminale Domane von Hsp90 eine Anzahl von anderen 
TPR-enthaltenden Co-Chaperons bindet, wobei insbesondere 
die groSen Immunophiline Cyp-40, FKBP51 und FKBP52 und 
die Serin-Threonin-Phosphotase PP5 zu erwahnen sind 
(Buchner, 1999, Trends Biochem. Sci 24, 136-141; Dolinski 

35 et al., 1998, Mol. Cell. Biol. 18, 7344-7352; Marsh et 
al., 1998, Mol. Cell. Biol. 18, 7353-7359; Pratt und 
Toft, 1997, Endocr. Rev. 18, 306-360) . Entsprechende Ex- 
perimente von Owens-Grillo et al . (1996, J. Biol. Chem. 
271, 13468-13575) und Young et al . (1998, J. Biol. Chem. 
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273, 18007-18010) liefien vermuten, dafi nur ein TPR- 
Akzeptorplatz in dieser Region vorhanden ist. Aus der Ar- 
beit von Ballinger et al. (1999, Mol. Cell. Biol. 19, 
4535-4545) la£t sich entnehmen, da£, genauso wie die 
TPRl-Domane von Hop-Proteinen, auch das TPR-Protein CHIP 
an den C-Terminus von Hsp70 bindet. 

Aus den multiplen Sequenzvergleichen von TPR-Domanen ver- 
schiedener Proteine ist zu erkennen, daS es keine streng 
konservierten Aminosaurereste in den 34 Aminosauren lan- 
gen TPR-Strukturmotiven gibt. Lamb et al. (1995, Trends 
Biochem. Sci . 20, 257-259) stellten fest, daS es gleich- 
wohl eine starke Praferenz fur kleine hydrophobe Ami- 
nosauren an gewissen Positionen der Strukturmotive gibt. 

Aufierdem ist eine Kristallstruktur einer TPR-Domane, und 
zwar des Hsp90-bindenden Proteins Phosphotase 5 (PP5) , 
jedoch ohne einen (physiologischen oder unphysiologi- 
schen) Peptidliganden, gelost worden, wobei sich heraus- 
stellte, dafi jedes TPR-Strukturmotiv ein Helix-Turn - 
Helix-Motiv ausbildet (Das et al. # 1998, EMBO J. 17, 
1192-1199) . Benachbarte TPR-Motive werden dabei in eine 
geordnete Folge von antiparallelen a-Helices gepackt . Das 
et al. (1998, EMBO J. 17, 1192-1199) haben daher vorge- 
schlagen, dafi die TPR-Domanen spezifische Struktur el enten- 
te hoherer Ordnung, z.B. Sekundar- oder Tertiarstruktu- 
ren, erkennen, urn ihre biologische Funktion erfullen kon- 
nen. Aus den Publikationen und Erkenntnissen des Standes 
der Technik ist gleichwohl nicht zu erkennen, auf welcher 
strukturellen Basis die Wechselwirkung zwischen Proteinen 
mit TPR-Domanen und beispielsweise Chaperon- Proteinen, 
wie z.B. Hsp70 und/oder Hsp90, beruht . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, auf der 
Basis von biophysikalischen Methoden Erkenntnisse liber 
die Wechselwirkung zwischen TPR-Domanen und ihren Bin- 
dungspartnern zu gewinnen und diese Erkenntnisse bei- 
spielsweise bei der Modellierung von Inhibitoren einzu- 
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setzen, die in Form eines molekularen Mimikry eine hohe 
Bindungsfahigkeit an die TPR-Domane oder umgekehrt das 
Chaperon- Protein besitzen und derart kompetitiv die bio- 
logische Funktion der physiologischen Bindungspartner 
5 blockieren. 



ErfindungsgemaS werden daher Kristallstrukturen von TPR- 
Domanen des Hop-Proteins (TPR1, TPR2A) in An- und Abwe- 
senheit von Peptiden, die das Bindungsverhalten von Hop- 
10 und Chaperon- Proteinen simulieren, offenbart. Diese 

Strukturen erlauben eine Aussage uber die Art und Weise 
der Interaktion zwischen TPR-Domanen enthaltenden Co- 
Chaperons und Chaperon- Proteinen, wie z.B. Hsp70 und 
Hsp90 . 

15 

GemaS Anspruch 1 der vorliegenden Erf indung wird eine 
Raumform eines Polypeptids beansprucht, wobei das Poly- 
peptid in der Raumform mindestens eine Aminosauresequenz 
eines TPR-Strukturmotivs eines Hop-Proteins oder ein De- 

20 rivat bzw. ein Fragment einer Aminosauresequenz eines 
solchen TPR-Strukturmotivs eines Hop-Proteins enthalt. 
Bei diesen Aminosauresequenzen eines TPR-Strukturmotivs 
eines Hop-Proteins kann es sich beispielsweise um die in 
Figur 3 A darges tell ten Aminosauresequenzen, die dort 

25 fortlaufend mit (1), (2) , (3), (4) , (5), (6), (7), (8) 

und (9) bezeichnet werden, handeln. Derartige Polypeptide 
konnen bspw. die vorgenannten Aminosauresequenzen allein 
oder in Kombination, z.B. als Kombination der Sequenzen 
(1), (4) und (7) , oder in jeder anderen Kombination von 

30 2,4,5,6,7,8 oder 9 der vorgenannten Sequenzen, bei- 
spielsweise (2) mit (6) oder (3) mit (4), oder auch als 
Kombination aller neun vorgenannten Aminosauresequenzen 
isoliert oder eingebettet bzw. verbunden durch andere 
("Linker" ) -Aminosauresequenzen in beliebiger Reihenfolge 

35 aufweisen. 

Vorzugsweise wird das Polypeptid in der Raumform minde- 
stens eine der Aminosauresequenzen der TPR-Domanen TPR1, 
TPR2A und/oder TPR2B eines Hop-Proteins, eines Ab- 
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schnitts/e oder Derivats/e der vorgenannten TPR-Domanen 
enthalten. Dies bedeutet, daS das Polypeptid in der Raum- 
form mehrere TPR-Strukturmotive in Form der physiologi- 
schen TPR-Domanen eines Hop -Proteins enthalten kann. Bei 
5 der TPR-Domane kann es sich aber auch urn nicht- 
physiologisch auftretende Kombinationen von TPR- 
Stmkturmotiven handeln. Beispielsweise fallen hierunter 
auch Raumformen von Polypeptides die mindestens eine 
TPR-Domane enthalten, wobei die mindestens eine TPR- 

10 Domane aus beispielsweise drei TPR-Strukturmotiven in ar- 
tifizieller Kombination aufgebaut sein kann. Hierbei kann 
es sich entweder um Kombinationen von bereits zuvor ge- 
nannten, in Figur 3A wiedergegebenen Hop-TPR- 
Strukturmotiven aus verschiedenen TPR-Domanen von Hop- 

15 Protein oder aber auch um eine beliebige Kombination von 
Hop-TPR-Strukturmotiven mit TPR- St rukturmot iven anderer 
TPR-Domanen enthaltender Proteine, insbesondere von TPR- 
Domanen enthaltenden Co- Chaperons, handeln. 

20 Unter dem Begriff Derivat eines TPR-Strukturmotivs oder 

einer TPR-Domane eines Hop-Proteins we r den solche Primar- 
sequenzen verstanden, die die Raumform, d.h. also die 
Tertiarstruktur der TPR-Domane oder des TPR- 
Strukturmotivs, wie sie gemaS Figuren 3C, 3D oder 3E er- 

25 mittelt wurden, weitgehend auf rechterhalt und nur lokale 
strukturelle Abwe i chungen erlaubt. Nach Uberlagerung der 
Tertiarstruktur der Primarsequenz des Derivats mit einer 
der Ausgangsstrukturen gemaS Figur 3C, 3D oder 3E ist ei- 
ne mittlere Standardabweichung fur die Ruckgrat- 

30 Koordinaten (rmsd) von weniger als 5 A, insbesondere we- 
niger als 3 und ganz besonders weniger als 2 A bevorzugt. 



Insbesondere werden in diesem Zusammenhang solche Ami- 
nosauresequenzen als Derivate bezeichnet, die nur konser- 
35 vative Substitutionen, d.h. den Austausch von bspw. pola- 
ren gegen polare Aminosauren oder von hydrophoben gegen 
hydrophobe Aminosauren (z.B. Leucin gegen Isoleucin oder 
Valin oder umgekehrt oder Serin gegen Threonin oder umge- 
kehrt) haben, verstanden. Als Abschnitt oder Fragment ei- 
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nes TPR-Strukturmotivs oder einer TPR-Domane eines Hop- 
Proteins werden solche Sequenzen verstanden, die im Un- 
terschied zur physiologischen Aminosauresequenz insbeson- 
dere am N- oder C-Terminus Deletionen aufweisen, ggf . 
5 aber auch intrasequentielle Deletionen in den vorgenann- 
ten und bspw. in den Piguren 3A und 3B wiedergegebenen 
Sequenzen. Hierbei wird es sich typischerweise um minde- 
stens eine Deletion handeln, wobei in jeder Deletion vor- 
zugsweise weniger als zehn, insbesondere weniger als 
10 funf , Amino saur en, ganz besonders bevorzugt ein oder zwei 
Aminosauren gegenxiber der nativen Sequenz deletiert sein 
konnen . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Er- 
findung wird eine Raumform eines Polypeptids beansprucht, 
das mindestens eine der Aminosauresequenzen (1) , (2) oder 
(3), wie in Figur 3B wiedergegeben, enthalt. Weiterhin 
sind solche Raumformen von Polypeptiden bevorzugt, die 
mindestens eine Aminosauresequenz einer TPR-Domane ent- 
halten, wobei diese Sequenz (en) denjenigen Aminosaurese- 
quenzen entsprechen, die bei Hop-Proteinen eukaryotischen 
Ursprungs auftreten. Gegebenenf alls kann es sich auch um 
Derivate bzw. Abschnitte oder Fragment e im vorgenannten 
Sinn derartiger Sequenzen von Hop-Proteinen eukaryoti- 
schen Ursprungs handeln. 

Ganz besonders bevorzugt sind allerdings Raumformen von 
Polypeptiden, die ein oder mehr TPR-Strukturmotiv/e oder 
TPR-Domane/n eines Hop-Proteins humanen Ursprungs bzw. 
30 Abschnitte oder Derivate derselben aufweisen. Ganz beson- 
ders bevorzugt sind Raumformen von Polypeptiden, wobei 
das Polypeptid die Aminosauresequenz eines eukaryoti- 
schen, insbesondere humanen, Hop-Proteins, ggf. auch ein 
Derivat und/oder einen Abschnitt eines solchen eukaryoti- 
35 schen, vorzugsweise humanen, Hop-Proteins. 

Weiterhin werden solche Raumformen beansprucht, die so- 
wohl ein Polypeptid, enthalt end mindestens ein TPR- 
Strukturmotiv eines TPR-Domanen enthaltenden Proteins, 



15 



20 



25 
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vor* allem eines Hop- Proteins , als auch mindestens eine 
weitere Verbindung aufweisen. Hierbei wird es sich typi- 
scherweise urn Verbindungen handeln, die als Liganden an 
das Polypeptid binden konnen, so daS die Raumform einen 
5 Komplex aus Polypeptid und mindestens einer weiteren auf 
kovalente oder nicht-kovalente Art gebundenen Verbindung 
darstellt. Hierbei kann es sich bei der Verbindung bzw. 
den Liganden um ein physiologisch auftretendes Molekiil 
oder auch um ein nicht -physiologisch auftretendes Molekul 

10 handeln. Gegebenenf alls konnen, sofern mehr als ein Li- 
gand in der Raumform auftritt, auch Kombinationen von 
physiologisch bzw. nicht -physiologisch auftretenden Mole- 
kul en in der Raumform enthalten sein. Bevorzugt sind da- 
bei solche Liganden, die insbesondere unter physiologi- 

15 schen Bedingungen mit dem Polypeptid in Wechselwirkung 
treten und vorzugsweise hochaff ines Bindungsverhalten 
zeigen (vorzugsweise ^30 pM) . Hierbei kann es sich bei- 
spielsweise um Chaperon- Prot eine oder Abschnitte oder De- 
rivate derselben handeln, die mit den entsprechenden in 

20 einer erf indungsgemaSen Raumform auf tretenden Polypepti- 
de^ enthaltend TPR-Strukturmotive bzw. TPR-Domanen eines 
TPR-Domanen enthaltenden Proteins, vor allem eines Hop- 
Proteins, in Wechselwirkung treten. 

25 Vorzugsweise wird erf indungsgemaE eine Raumform eines Po- 
lypeptids in Kombination mit Abschnitten von physiologi- 
schen Liganden offenbart. Dabei handelt es sich bei- 
spielsweise um die fur die Wechselwirkung mit Hop- 
Proteinen relevanten Sequenzabschnitte bzw. Domanen von 

30 Chaperon- Prot einen, beispielsweise Hsp70 und/oder Hsp90 . 
Typischerweise wird der Ligand, vorzugsweise ein physio- 
logischer Ligand, an die in einem erf indungsgemafien Raum- 
form- Polypeptid enthaltene Sequenz eines TPR- 
Strukturmotivs binden bzw. insbesondere mit Aminosauren 

35 einer im Polypeptid enthaltenen Aminosauresequenz einer 

TPR-Domane interagieren. Der Ligand kann selbst ein Poly- 
peptid, ein Oligopeptid, ein Dipeptid oder ein synthe- 
tisch modif iziertes Derivat eines Poly-, Oligo- oder Di- 
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peptids, insbesondere von physiologisch die Wechselwir- 
kung vermittelnden Abschnitten von Chaperon - Pro t e inen , 
aber auch ein Peptidomimetikum oder ein organisch- 
chemisches Molekul mit einem Molekulargewicht von typi- 
5 scherweise <5000 sein. 



Ganz besonders bevorzugt sind Raumformen von Polypeptiden 
mit einem oder mehr Ligand/en, wobei der Ligand einen Ab- 
schnitt der C- terminal en Aminosauresequenz eines Cha- 

10 peron- Proteins, vorzugsweise von Hsp70 und/oder Hsp90, 
enthalt oder ggf . aus diesem Abschnitt besteht. Der Li- 
gand wird dann, wenn er nicht die gesamte C-terminale Do- 
mane des Chaperon- Proteins aufweist, typischerweise die 5 
bis 50, vorzugsweise 5 bis 25, ganz besonders bevorzugt 5 

15 bis 12 , C-terminalen Aminosaurereste eines solchen Cha- 
peron-Proteins umfassen. Ganz besonders bevorzugt sind 
Raumformen, die insbesondere an ein TPR-Strukturmotiv 
bzw. eine TPR-Domane gebundene Liganden zeigen, wobei die 
Liganden vorzugsweise eine Bindungsaf f initat von K d <50 piM 

20 haben und typi scherweise dadurch zumindest in vitro, vor- 
zugsweise auch in vivo, die physiologische Funktion von 
Hop-Proteinen blockieren. Dabei wird sich der inhibitori- 
sche Charakter des Liganden typischerweise dadurch funk- 
tionell ergeben, dafi die Bindungsstelle (n) von Hop- 

25 Proteinen fur die Chaperon- Pro t eine mit dem Liganden be- 
setzt sind, so daS das Hop-Protein seine physiologische 
Adapterfunktion in Hinblick auf das physiologische Zusam- 
menspiel von Hsp70 und Hsp90 verliert. Ganz besonders be- 
vorzugt sind daher Raumformen von Polypeptiden, die min- 

30 des tens ein Hop -TPR-Strukturmotiv oder eine TPR-Domane 
enthalten, wobei der Ligand an das TPR-stxukturmotiv 
und/oder die TPR-Domane andockt und gleichzeitig als In- 
hibitor der Interaktion zwischen den Proteinen Hop und 
Hsp70 und/oder den Proteinen Hop und Hsp90 wirkt . Typi- 

35 scherweise wird das Polypeptid in der erf indungsgemaSen 
Raumform sowohl Bindungsstellen fur Hsp70 als auch fur 
Hsp90 aufweisen und kann daher ggf. sowohl Liganden, die 
an die Hsp70 -Bindungsstelle gebunden sind, als auch Li- 
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ganden, die an die Hsp9 0-Bindungsstelle gebunden sind, 
aufweisen. 



Bei der erf indungsgemaSen Raumform eines Polypeptids der 
5 zuvor offenbarten Art, ggf . in Korabination mit einetn oder 
mehreren Ligand/en, wird es sich urn eine durch NMR- 
Strukturanalyse gewonnene Raumform (Wiithrich, NMR- 
Spectroscopy, 1986) oder aber urn eine Kristallform han- 
deln. Die Kristallform wird als Ergebnis nach Kristalli- 

10 sierung des Polypeptids und ggf. weiteren Komponenten, 

bspw. mindestens einem Liganden, mit nachf olgender ront- 
genkristallographischer Strukturauf klarung erhalten 
(Stout und Jensen, X-RAY Structure Determination, Wiley, 
1989; die Offenbarung aus Stout und Jensen wird vollum- 

15 fanglich in die vorliegende Offenbarung in Hinblick auf 
die Durchfuhrung rontgenkristallographischer Experimente 
einbezogen) . 

Erf indungsgemaSe Kristallf ormen zeichnen sich auch da- 
20 durch aus, daS sie als dreidimensionale Struktur, charak- 
terisiert durch Strukturkoordinaten fur jedes einzelne, 
die Struktur aufbauende Atom, Bestandteil einer symmetri- 
schen Anordnung in einem Kristall sind. Dabei ist es be- 
vorzugt, dafi eine erf indungsgemafie Kristallform, die min- 
25 destens ein Polypeptid mit mindestens einem TPR- 

Strukturmotiv oder vorzugsweise mindestens einer TPR- 
Domane, ganz besonders von einem Hop-Protein, enthalt, 
nach Uberlagerung mit den in den Fig. 3C, 3D oder 3E auf- 
gelisteten Strukturkoordinaten fur das mindestens eine an 
30 der Bindungsreaktion beteiligte TPR-Strukturmotiv oder 

die mindestens eine TPR-Domane eine mittlere Standardab- 
weichung (rmsd) von weniger als 2,5 A, vorzugsweise von 
weniger als 2 A, auf weist . 



35 Liegt die Raumform als Kristallform vor, so wird die Kri- 
stallform typischerweise neben den Atomen des Polypeptids 
bzw. ggf. des/der Ligand/en (aujSer Wasserstoff atomen) 
weitere Metallionen enthalten, beispielsweise Erdalkali- 
oder Alkalimetallionen, insbesondere Calciumionen, aber 
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auch vor allem zur Phasenermittlung geeignete Schwerme- 
tallionen, wie z.B. Gold-, Nickel- oder Quecksilberionen. 

Ganz besonders bevorzugt sind Raumformen von Polypepti- 
5 den, die als Kristallf orm vorliegen, dann, wenn die Kri- 
stallform des Polypeptids mindestens ein TPR- 
Struktunnotiv eines Hop-Proteins, und zwar insbesondere 
mindestens eine der Aminosauresequenzen, die gemafi Figur 
3A als Sequenzen (1) , (2), (4), (5) , (7) und/oder (8) be- 

10 zeichnet werden, (oder deren Derivate oder Fragmente) 

enthalt, wobei diese Sequenzen Strukturkoordinaten auf- 
weisen, wie sie fur die Sequenzen (1) , (4) und (7) in Fi- 
guren 3C bzw. 3D und fur die Sequenzen (2) , (5) und (8) 
in Figur 3E angegeben sind. Die Figuren 3C und 3D geben 

15 die Strukturkoordinaten fur die TPR-Domane TPR1 von Hop 

wieder, wahrend Figur 3E die Strukturkoordinaten der TPR- 
Domane TPR2A von Hop auflistet. Die vorgenannten Primar- 
sequenzen (1) , (2), (4) , (5), (7) und (8) gemaS Figur 3A 
konnen aufgrund ihrer Aminosauresequenzen ihren jeweili- 

20 gen Tertiarstrukturen, die in den Figuren 3C, 3D und 3E 
angegeben sind, ohne weiteres zugeordnet werden. Hierzu 
sind die Strukturkoordinaten der in den vorgenannten Se- 
quenzen auftretenden Atome den Figuren 3C, 3D und 3E zu 
entnehmen. Die Auflistung der Atome in den Figuren 3C, 3D 

25 und 3E erfolgt jeweils sequentiell Amino sau re fur Ami- 
nosaure vom N- zum C-Terminus. 

Ganz besonders bevorzugt sind schlieElich Raumformen ei- 
nes Polypeptids als Kristallf orm, wenn das Polypeptid in 

30 der Kristallform mindestens eine TPR-Domane eines Hop- 
Proteins (Struktur der Sequenzen (1) und (2) gemag Figur 
3B) mit alien entsprechenen Strukturkoordinaten, wie in 
Figur 3C und Figur 3D fur die TPR-Domane TPR1 und iii Fi- 
gur 3E fur die TPR-Domane TPR2A von Hop wiedergegeben, 

35 enthalt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung sind 
Kristalle, die Raum- bzw. Kristallf ormen, wie durch die 
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Anspruche 1 bis 22 beansprucht , nach symmetrischen Ge- 
setzmaSigkeiten angeordnet, aufweisen. Hierunter fallen 
Kristalle all jener Kristallf ormen, die gemaS vorliegen- 
der Erfindung offenbart werden, GemaS der vorliegenden 
Erfindung werden namlich Kristalle beansprucht , die aus 
Einheitszellen aufgebaut sind, wobei die asymmetrische 
Einheit in der Einheitszelle des Kristalls mindestens ein 
Polypeptid und ggf. mindestens eine weitere Verbindung 
aufweist und wobei weiterhin das Polypeptid im Kristall 
eine Raumform als Kristallform einnimmt, wie vorhergehend 
offenbart . 



Vorzugsweise wird der Kristall eine Raumgruppe aufweisen, 
die monoklin, tetragonal, orthorhombisch, kubisch, tri- 

15 klin, hexagonal oder trigonal /rhombohedral ist. Hierbei 
kann es sich um natrive Kristalle, Derivatkristalle oder 
auch Cokristalle handeln. Typischerweise wird dabei die 
Raumgruppe des eine erf indungsgemaEe Raumform als Kri- 
stallform aufweisenden Kristalls die Raumgruppe P2 X , C2 

20 oder P4x sein. Grundsatzlich konnen aber erf indungsgemaSe 
Raumformen (Kristallf ormen) in alien proteinkristallogra- 
phisch moglichen Raumgruppen auftreten. Ganz besonders 
bevorzugt sind solche erf indungsgemaSen Kristalle, deren 
Einheitszelle Zellkonstanten von ungefahr a = 31,2 A, b = 

25 43,8 A; c = 38,3 A und P = 101,8° oder a = 75,5 A und c = 
42,9 A aufweist. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren zur Herstellung eines Kristalls mit Einheits- 

30 zellen, enthaltend in der asymmetrischen Einheit minde- 
stens eine Raumform der erf indungsgemaSen Art, also eines 
Polypeptids und ggf. mindestens einer weitere Verbindung, 
wobei (a) das Polypeptid in einem Expressionssystem 
uberexprimiert wird, (b) das uberexprimierte Polypeptid 

35 gereinigt und auf konzentriert wird, (c) das gemaS (b) er- 
haltene Polypetidkonzentrat in einem geeigneten Puffersy- 
stem, ggf - unter Hinzufugung mindestens einer weiteren 
Verbindung, gelost wird und (d) die Kristall isierung bei- 
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spielsweise durch Dampf dif fusionsverf ahren eingeleitet 
wird. Auch in Hinblick auf die Verf ahrensmoglichkeiten 
bei der Kristallisierung werden die Angaben bei Stout und 
Jensen (s.o.) vollumf anglich in die vorliegende Offenba- 
rung einbezogen. 

Als weiterer Erf indungsgegenstand werden Verbi'ndungen of - 
fenbart, die als Liganden an TPR-Strukturmotive oder TPR- 
Domanen, die jeweils wiederum Bestandteile langerer Poly- 
peptidketten sein konnen, vorzugsweise an TPR- 
Strukturmotive oder -Domanen von Hop-Proteinen binden 
konnen. Als Proteine mit TPR- Domanen, an die erfindungs- 
gemaSe Liganden andocken konnen, kommen bspw. auch PP5, 
FKBP51 , FKB052, Cyp40 , TOM34, TOM70, CNS1-SC, TTC1 , TTC2 , 
TTC3, TTC4 , IRSP, SGT oder KIAA0719 in Betracht. Erfin- 
dungsgemaSe Verbindungen bilden nicht-kovalente Wechsel- 
wirkungen mit der Hauptkette und oder den Seitenketten 
von Aminosauren, die Bestandteil einer TPR-Domane, vor- 
zugsweise einer TPR-Domane eines Hop- Proteins oder eines 
der vorgehend genannten Proteine. Durch diese Bindung des 
Liganden wird vorzugsweise die physiologische Adapter- 
funktion des Hop-Proteins, das die Chaperon- Proteine 
Hsp70 und Hsp90 in mittelbaren Kontakt bringt, blockiert . 
Daher bindet in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm die 
Verbindung die Raumform eines Polypeptids nach einem der 
Anspruche 1 bis 22 oder die Raumform eines mindestens ir- 
gendein TPR-Strukturmotiv aufweisenden Polypeptids so, 
daS die physoiologische Bindung von Chaperon -Proteinen 
insbesondere Hsp70 und/oder Hsp90, an das TPR- 
Strukturmotiv bzw. die TPR-Strukturdomane, vorzugsweise 
jene eines Hop-Proteins, blockiert wird. Die Liganden 
werden dabei vorzugsweise mit den Aminosaure Lys8, Asnl2, 
Asn43, Lys73 und Argil (entsprechend der Zahlweise im 
Hop-Protein) oder mit den an den entsprechenden Positio- 
nen bef indlichen konservierten Aminosauren anderer TPR- 
Domanenproteine (bspw. Fig. 3) in Wechselwirkung treten. 
Ganz besonders bevorzugt werden die Liganden mit der TPR 
Domane einen Teil oder alle Wechselwirkungen ausbilden, 
die in den Figuren 4A und 4B schematisch fur die jeweils 



WO 01/73019 PCT/EP01/03617 

14 

gebundenen Peptide ciargestellt sind. Insbesondere werden 
die Liganden jene Wasserstof fbruckenbindungen, hydropho- 
ben Kontakte, van-der-Waals-Wechselwirkungen oder elek- 
trostatischen Wechselwirkungen eingehen, die auch die 
Peptide mit den komplementaren Aminosaureresten der TPR- 
Domanen eingehen. D.h. ein erf indungsgemafier Ligand wird 
vorzugsweise an aquivalenten sterischen Positionen mit 
den gebundenen Peptiden aquivalente f unktionelle Gruppen 
aufweisen. Insbesondere wird ein erf indungsgemaSer Ligand 
ebenfalls eine Doppel-Carboxylat-Funktion besitzen, urn in 
der TPR-Domane verankert werden zu konnen . Im Zusammen- 
hang mit den potentiellen Wechselwirkungen des Liganden 
einer TPR-Domane wird auf die Beschreibung der Figur 4 
und auf die Darstellung der Ergebnisse bei der Beschrei- 
bung der Ergebnisse der Ausfiihrungsbeispiele verwiesen. 
Ein erf indungsgemafier Ligand wird mindestens einige, ggf . 
alle der dort beschriebenen Wechselwirkungen mit der TPR- 
Domane ausbilden, so daS eine Bindungsaf f initat Kd von 
weniger als 100 |iM, vorzugsweise weniger als 50 jiM, ganz 
besonders bevorzugt weniger 20 |jM sichergestellt ist. 

Insgesamt wird ein erf indungsgemafier Ligand also eine 
struktutelle Ausgestaltung haben, die dem Bindungsbereich 
einer TPR-Domane, vorzugsweise eines Hop-Proteins, vor 
allem den strukturellen Vorgaben aus den Figuren 3C, 3D 
oder 3E, komplementar ist. Bei diesen Liganden mit vor- 
zugsweise Inhibitorfunktion fur eine Chaperon- oder Co- 
Chaperon- Funkt ion kann es sich urn modifizierte oder unmo- 
difizierte Di-, Oligo- oder Polypeptide handeln. Auch ein 
Peptidomimetikum eines Di- oder Oligopeptids ist denkbar* 
Bei den Peptidomimetika wird es sich vorzugsweise um sol- 
che Verbindungen handeln, deren Riickgrat keine amidarti- 
gen Bindungen, sondern andere chemische Brucken aufwei- 
sen, um die proteolytische Spaltung zu vermeiden. Bei der 
Eine erf indungsgemaSe Inhibitorverbindung kann bspw. ein 
C-terminalen Abschnitt eines Chaperon- Proteins , vorzugs- 
weise Hsp70 oder Hsp90 sein. Besonders bevorzugt sind 
Peptide, die die letzten 50, weiter bevorzugt die letzten 
30, noch weiter bevorzugt die letzten 20, noch weiter be- 



WO 01/73019 PCT7EP01/03617 

15 

vorzugt die letzten 8 bzw. 10 und am starksten bevorzugt 
die letzten 5 C-terminalen Aminosauren von Hsp70 oder 
Hsp90 enthalten, wobei ggf . diese Peptidsequenz chemisch 
modif iziert ist, bspw. durch Modif izierungen des Pepti- 
druckgrats. Dies bedeutet, da£ ein derartiges modif izier- 
tes oder unmodif iziertes erf indungsgemaSes Peptid die 
Aminosauren EEVD am C-Terminus enthalten kann. 

Besonders bevorzugt als erf indungsgemaSe Inhibitoren sind 
modif izierte oder unmodif izierte Oligopeptide, die vor- 
zugsweise am C- Terminus die Aminosauresequenzen GPXIEEVD 
( Ein- Buchstaben- Code) oder SXMEEVD enthalt, wobei X fur 
eine beliebige, naturlich auftretende Aminosaure steht. 

Insbesondere umfaSt die vorliegende Erfindung solche Li- 
ganden, die an eine Raum- oder Kristallf orm, die durch 
die Strukturkoordinaten nach Figur 3C, 3D oder 3E darge- 
legt ist, binden konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren zur I dent if izierung einer Verbindung, die die 
Eigenschaft besitzt, als Inhibitor der Wechselwirkung 
zwischen Hop- Protein und dem Chaperon- Protein, insbeson- 
dere Hsp70 oder Hsp90, vor allem humanem Hsp70 und/oder 
Hsp90, zu wirken. Insbesondere bevorzugt ist ein solches 
Verfahren dann, wenn die Verbindung mit Ligandenfunktion 
an einen Strukturbereich einer TPR-Domane, insbesondere 
im Bereich des aktiven Bindungszentrums, bindet . Ein sol- 
ches Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , daS (a) eine 
Kristallform nach den Anspriichen 1 bis 22 erhalten wird, 
wobei die Kristallform in Form ihrer Strukturkoordinaten 
vorliegt, (b) die Strukturkoordinaten der Kristallform in 
drei Dimensionen dargestellt werden, (c) und die steri- 
schen Eigenschaf ten und/oder f unktionellen Gruppen einer 
Verbindung mit Ligandenfunktion so gewahlt werden, daS 
Wechselwirkung en zwischen der Verbindung und den Haupt- 
und/oder Seitenketten des Polypeptids, das das aktive 
Zentrum bildet, moglich werden. Nach Maggabe dieser Wech- 
selwirkungen werden erf indungsgemaS geeignete Liganden, 
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insbesondere geeignete inhibitorische Liganden, die die 
Wechselwirkung zwischen Hop-Protein und Hsp70 und/oder 
Hsp90 blockieren, ermittelt. 

5 Die Darstellung der Strukturkoordinaten einer erfindungs- 
gemaSen Kristallf orm erfolgt vorzugsweise durch graphi- 
sche Darstellung mit Hilfe entsprechender Computerpro- 
gramme auf einem Computerbildschirm. Anhand der, bezogen 
auf potentielle Liganden, komplementaren Anordnung der 

10 Haupt- und Seitenketten der Kristallf orm, beispielsweise 
im Bindungsbereich einer TPR-Domane, beispielsweise eines 
Hop- Proteins Oder strukturell verwandtes Proteins kann 
nicht- automat isiert nach Erfahrung des Operators geeigne- 
te Liganden mit entsprechenden chemischen und/oder steri- 

15 schen Eigenschaf ten identif iziert , am Bildschirm konstru- 
iert und schliefilich deren Bindungsverhalten simuliert 
we r den* 

Vorzugsweise aber erfolgt die Auswahl geeigneter Liganden 

20 jedoch automatisiert dadurch, daS Computerdatenbanken, 

die eine Vielzahl von Verbindungen enthalten, durchsucht 
werden. Die Suche wird auf die zuvor erfolgende Charakte- 
risierung von geometrischen, chemischen und/oder physika- 
lischen Eigenschaf ten fur die gewunschten Liganden, bei- 

25 spielsweise Verbindungen mit strukturell er und/oder funk- 
tioneller Ahnlichkeit zu den in den Anspruchen 28 bis 37 
beanspruchten Verbindungen, gestutzt. Zu durchmusternde 
Datenbanken enthalten naturlich auftretende wie auch syn- 
thetische Verbindungen. Beispielsweise konnen die in der 

30 CCDC (Cambridge Crystal Data Center, 12 Union Road, Cam- 
bridge, GB) gespeicherten Verbindungen fur eine derartige 
Suche herangezogen werden. Aber auch die bei Tripos (s. 
Zitat a.a.O.) erhaltlichen Datenbanken, namlich Aldrich, 
Maybridge, Derwent World Drug Index, NCI und/oder Chapman 

35 & Hall konnen durchsucht werden. Die folgenden Computer- 
programme konnen fur eine derartige Durchmusterung einge- 
setzt werden: insbesondere das Programm "Unity", "FLEX-X" 
(Rarey et al . J . Mol . Biol. 261, 470-489, 1996), "Cscore" 
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(Jones et al . , J. Mol . Biol. 245, 43, 1995) aus der Sybyl 
Base-Umgebung des Tripos - Programmpaket s . 



Im folgenden wird die Durchfuhrung eines erf indungsgema- 
5 Sen Verfahrens zur Computer-gestutzten Identif izierung 

potentieller Liganden naher beschrieben. Zunachst muS der 
gewunschte Bindungsbereich eines Liganden in einer erf in- 
dungsgemafien Kristallf orm definiert werden. Bei dem Li- 
ganden wird es sich typischerweise um einen solchen mit 

10 inhibitorischen Eigenschaf ten handeln, aber auch Aktiva- 
toren sind denkbar. Der Bindungsbereich wird durch ent- 
sprechende Parameter, beispielsweise Atomabstande, Was- 
serstof f brucken-Bindungspotentiale , hydrophobe Bereiche 
und/oder Ladungen, charakterisiert und auf dieser Basis 

15 Randbedingungen fur die chemischen, physikalischen 

und/oder geometrischen Eigenschaf ten 'des Liganden defi- 
niert. Ganz besonders bevorzugt sind an der Bindung min- 
destens eine der bereits zuvor spezif izierten Aminosauren 
(siehe Anspruch 31) , insbesondere mit den vorgenarmten 

20 Seitenketten derselben, beteiligt. Daher wird auch fur 

ein vorliegendes erf indungsgemaSes Verfahren zur Identi- 
fizierung von Verbindungen auf die vorangegangene Offen- 
barung zum Erf indungsgegenstand 11 Verbindung" gemafi An- 
spruchen 28 bis 37 vollinhaltlich Bezug genommen. Compu- 

25 terprogramme identif izier en in entsprechenden Datenbanken 
dann solche Verbindungen, die die zuvor eingefiihrten Be- 
dingungen erfullen. Hierbei ist es besonders bevorzugt, 
das Programmpaket Sybil Base (Tripos, 1699 South Hanley 
Road, St. Louis, Missouri, USA) zu verwenden. Besonders 

30 bevorzugt ist es dabei, dafi die zu durchsuchende Daten- 
bank Verbindungen unter Angabe ihrer jeweiligen dreidi- 
mensionalen Strukturen zur Verfugung stellt. Sollte dies 
nicht gegeben sein, wird fur ein erf indungsgemaSes Ver- 
fahren vorzugsweise in einem Verf ahrensschritt (d) ein 

35 Compute rprogramm eingesetzt werden, das vor der Priifung, 
ob die vorgegebenen Randbedingungen von einem Liganden 
erfullt sind, zunachst deren dreidimensionale Struktur 
berechnet (z.B. das Programm "CONCORD" aus der Sybyl - 
Umgebung von Tripos Inc . ) . 
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Typischerweise wird in einem Verf ahrensschritt (e) das 
Wechselwirkungspotential zwischen einer identif izierten 
Verbindung, beispielsweise im Rahmen einer automatisier- 
ten Suche einer Verbindung aus einer Computerdatenbank, 
und dem gewunschten Bindungsbereich in einer Kristallform 
ermittelt. Ganz besonders bevorzugt ist ein erf indungsge- 
ma£es Verfahren dann, wenn es zur Identif izierung von 
Verbindungen, die an eine Kristallform mit den Struktur- 
koordinaten der Fig. 3C, 3D oder 3E andocken sollen, 
dient. Die Starke der gemaS Verf ahrensschritt (e) ermit- 
telten Wechselwirkung zwischen einer Verbindung aus einer 
Computer da tenbank und einer erf indungsgemaEen Kristall- 
form geben Anhaltspunkte fur deren Eignung, als Liganden 
eingesetzt werden zu k.6rmGn. 

Nicht automatisiert gestaltet sich ein Verfahren zur 
Identif izierung geeigneter Verbindungen mit Ligandencha- 
rakter wie f olgt . Eine Gerustverbindung als Ausgangapunkt 
der Identif izierung wird in den durch die zu identifizie- 
rende Verbindung auszuf ullenden Raum im Innern oder an 
der Oberflache der Kristallform, z. B. in den Bindungsbe- 
reich einer TPR-Domane in dem kristallisierten Polypep- 
tid, manuell eingef ugt . Fur den nach Einfiigung der Ge- 
ruststruktur noch verbliebenen Raum wird nach Fragment en 
gesucht, die in Wechselwirkung mit der umgebenden Kri- 
stallform treten konnen und sich an die Geruststruktur 
anlagern lassen. Diese Suche nach geeigneten Fragmenten 
erfolgt also nach Mafigabe der geometrischen und/oder phy- 
sikochemischen Gegebenheiten der dreidimensionalen Struk- 
tur. Die Suche nach geeigneten Fragmenten kann beispiels- 
weise als automat isierte Computersuche unter Vorgabe ent- 
sprechender Randbedingungen gefuhrt werden. Etwaige durch 
den Operator und/oder durch die Computersuche ermittelten 
Fragmente werden nach Mafigabe chemischer GesetzmaSigkei- 
ten an die Ausgangsgeruststruktur des Startmodells gra- 
phisch angelagert und nach jedem derartigen Schritt das 
Wechselwirkungspotential mit dem Zielstrukturbereich in 
der Kristallform errechnet. Die Vorgehensweise erfolgt so 



WO 01/73019 PCTVEP01/03617 

19 

lange, bis das Wechselwirkungspotential zwischen der zu 
identif izierenden Verbindung und dem Zielstrukturbereich 
optimiert ist . 



Die Vorgehensweise der Schritte (c) , (d) und (e) kann zy- 
klische so lange wiederholt werden, bis eine Verbindung 
oder eine Verbindungsklasse in bezug auf ihr Bindungsver- 
halten, berechnet nach einem Wechselwirkungspotential, 
das dem jeweiligen Compute rprogramm als Algorithmus zu- 
grundeliegt, optimiert ist. Die durch eine relativ grobe 
Charakterisierung des Bindungsbereichs der Kristallform 
zunachst erhaltene groSe Zahl an potentiell bindungsf ahi- 
gen Verbindungen kann durch weitergehende Vorgaben physi- 
kalische-chemischer oder sterischer Charakteristika an 
die gewunschte Zielverbindung zunehmend reduziert werden. 

Insbesondere bietet sich hierfur auch eine sinnfallige 
Kombination der nicht -automat isierten und der automati- 
sierten Suchverf ahren nach geeigneten Verbindungen an. So 
etwa konnte eine zunachst durch automat is ierte Computer- 
suche aus Computerdatenbanken identif izierte Verbindung 
nicht-automatisiert durch Arilagerung von Fragment en mit 
geeigneten funktionellen Gruppen verbessert werden. 

SchlieSlich ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
bevorzugt, die durch derartige erf indungsgemaSe Verf ahren 
per automatisierter Computersuche erhaltenen Verbindungen 
zu synthetisieren oder, falls bereits synthetisiert und 
zuganglich, einer chemischen Bibliothek zu entnehmen und 
in einem geeigneten biologischen Testsystem in einem Ver- 
f ahrensschritt (f ) auf ihre biologische Wirksamkeit hin 
zu untersuchen. Abhangig vom Ergebnis des biologischen 
Testsystems, bei dem es sich z. B. urn einen Ligandenbin- 
dungsassay handeln kann, konnen dann weitere chemische 
Modif ikationen der zuvor ermittelten Verbindung oder der 
Verbindungsklase vorgenommen werden. Hierbei kann sich 
dann insbesondere die Anwendung von Prograrampaketen zur 
Identif izierung geeigneter Fragmente, die .gegen vorhande- 
ne Fragmente an der zuvor identif izierten Verbindung aus- 
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getauscht oder an dieselbe zusatzlich angelagert werden 
konnten, als sinnvoll erweisen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
gleichfalls Verfahren zur Identif izierung einer Verbin- 
dung mit der Eigenschaft, als Ligand, typischerweise als 
Inhibitor der Wechselwirkung zwischen einer TPR-Domane 
und einem Chaperon-Protein wirken zu konnen, wobei in ei- ■ 
nem solchen erf indungsgemaSen Verfahren in einem Verfah- 
rensschritt (a) ein biologisches Testsystem vorangestellt 
wird, anhand dessen ein sog. "Screening" nach geeigneten 
Zielverbindungen durchgefuhrt wird. Auch hier konnen be- 
vorzugt ein Bindungsassay als biologisches Testsystem 
dienen. In den weiteren Verf ahrensschritten werden zu- 
nachst gemafi (b) solche Verbindungen (beispielsweise aus 
einer Bibliothek chemischer Verbindung) identif iziert , 
die ein positives Ergebnis itn biologischen Test gezeigt 
haben. Diese Verbindungen, beispielsweise inhibierend 
oder gegebenenf alls auch aktivierend, werden in bezug auf 
ihre beispielsweise geometrischen und/oder chemischen Ei- 
genschaften, insbesondere in bezug auf ihre dreidimensio- 
nale Struktur, charakterisiert (Verf ahrensschritt (c) ) . 
Sofern die dreidimensionale Struktur der als Treffer itn 
biologischen Test ermittelten Verbindungen nicht a priori 
bekannt ist, kann dieselbe durch Methoden der Struktur - 
aufklarung, namlich Rontgenkristallographie und/oder NMR- 
Spektroskopie, oder auch durch Model lierungen oder z.B. 
semi - guantenchemische Berechnungen ermittelt werden. In 
die gemaS Verf ahrensschritt (d) als dreidimensionale 
Struktur dargestellten atomaren Strukturkoordinaten einer 
erf indungsgemaSen Kristallform werden dann gemafi (e) die 
im Rahmen der Verf ahrensschritt e (b) und (c) erhaltenen 
Verbindungen eingefiigt. Hierbei kann es sich urn Verbin- 
dungen handeln 7 die^ an einem fur die physiologische Bin- 
dungsstelle relevanten Abschnitt oder aber auch an die 
Oberflache des Polypeptids in der Kristallform binden. 
Das Einfugen der Verbindxing in die Kristallform kann ma- 
nuell nach der Erfahrung des Operators erfolgen oder aber 
auch automatisiert , indem mit Hilfe entsprechender Compu- 
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terprogramme ("Dock" Kuntz et al . , 1982, iT. Mol . Biol. 
161, 269-288, Sybyl/Base "FLEX-X", s. Zitat a.a.O.) eine 
Posit ionierung des Liganden mit der starkstmoglichen 
Wechselwirkung zwischen Ligand und dem Zielstrukturbe- 
reich ermittelt wird (Verf ahrensschritt (e) ) . 

Indem eine der art erhaltene Verbindung graphisch in Kom- 
bination mit der in der Kristallf orm vorliegenden Struk- 
tur dargestellt wird, konnen weitere Verf ahrensschritte 
erfolgen, die die Wirksamkeit der Zielverbindung verbes- 
sern. Insbesondere kann eine derart, bereits als geeignet 
identif izierte Verbindung als Basis ("template") fur noch 
wirksamere Verbindungen, z. B. Verbindungen mit noch ho- 
herer Bindungskonstante, dienen. In diesem Zusammenhang 
konnen die bereits gemaS Anspruchen 41 bis 46 beschriebe- 
nen Verfahren und Ansatze zum Einsatz kommen . Bevorzugt 
ist eine Vorgehensweise, die insoweit zyklisch ist, als 
nach dem "Screening" im biologischen Test system eine 
strukturelle Darstellung erfolgt und mit Hilfe von Compu- 
termethoden auf der Basis der im biologischen Testsystem 
erhaltenen Ergebnisse wirksamere Verbindungen ermittelt 
werden, die schliefilich wiederum als Ausgangspunkt fur 
den nachsten -Zyklus, an dessen Beginn ein biologisches 
Testsystem steht, dienen, Biologische Test syst erne (in vi- 
tro oder in vivo) konnen Aussagen uber die Qualitat der 
Verbindung, z.B. als Inhibitor der biologischen Reaktion, 
also des Bindungsereignisses, oder uber die Bindungskon- 
stante, die Toxizitat oder die Metabolisierungseigen- 
schaften oder gegebenenf alls uber das Membrandurchtritts- 
vermogen der Verbindung etc . , gemacht werden . 

SchlieSlich werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
alle solchen Verbindungen beansprucht, die als Ergebnis 
eines Verfahrens nach einem der Anspruche 41 bis 48 er- 
halten werden oder erhaltlich sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Verfahren zur Herstellung einer Raura- oder Kristallform 
mit mindestens einem Polypeptid nach einem der Anspruche 
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1 bis 22, wobei in einem Verf ahrensschritt (a) zunachst 
das Polypeptid in einem Expressionssystem uberexprimiert , 
synthetisiert oder isoliert wird, (b) das gemaS (a) er- 
haltene Polypeptid in einem geeigneten Puffersystem ge- 
5 lost wird und (c) die Kristallisierung, beispielsweise 
durch Dampfdif fusionsverf ahren, eingeleitet wird. Typi- 
scherweise wird gemaS Verf ahrensschritt (b) eine konzen- 
trierte oder hochkonzentrierte Losung des (der) Polypep- 
tids/e voriiegen. Erfolgt die Kristallisierung des minde- 

10 stens einen Polypeptids zu erf indungsgemaSen Kristallen, 
die erf indungsgemafie Kristallf ormen aufweisen, mit dem 
Ziel, die Kristalle nachfolgend zur Rontgenstrukturanaly- 
se einzusetzen, so folgt nach der Kristallisierung die 
Sammlung von Rontgendif f raktionsdaten, die Bestimmung der 

is Einheitszellkonstanten und der Symmetrie sowie die Be- 

rechnung der Elektronendichtekarten, in die das (die) Po- 
lypetid/e hineinmodelliert we r den. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung sind 
Verfahren zur drei dimensional en Darstellung einer Kri- 

20 stallform unbekannter Struktur mit mindestens einem Poly- 
peptid, das mindestens ein an der Bindung an ein Cha- 
peron-Protein, vorzugsweise ein Hsp70- und/oder Hsp90- 
Protein beteiligtes TPR-Strukturmotiv oder vorzugsweise 
TPR-Strukturdomane, insbesondere aus einem Hop-Protein, 

25 enthalt. Ein solches Verfahren ist dadurch gekennzeich- 
net, daS die Kristallf orm mit unbekannter Struktur auf 
der Basis einer erf indungsgemaSen Kristallform mit be- 
kannter Struktur, beispielsweise auf Basis der in Fig. 
3C, 3D oder 3E f estgehaltenen Strukturkoordinaten, ermit- 

30 telt wird. Hierbei gibt es verschiedene Moglichkeiten, 

bekarmte Strukturkoordinaten erf indungsgemaSer Kristall- 
f ormen zur Strukturauf klarung von Polypeptiden oder Poly- 
pep tidkomplexen mit bislang unbekannten 3D-Strukturen 
(Zielstruktur) , die jedoch mit der bekannten erf indungs- 

35 gemaSen Kristallform gewisse Homlogien in der Primarse- 
quenz zeigen, einzusetzen. 
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Eine Moglichkeit ist in diesem Zusammenhang die Verwen- 
dung von Phaseninf ormation, die aus bekannten Ausgangs- 
strukturkoordinaten, beispielsweise den Strukturkoordina- 
ten oder Teilen dieser Strukturkoordinaten gemaS Fig. 3C, 
5 3D oder 3E, entnommen werden k.onnen. Hierzu wird die Pha- 
seninf ormation, die im Falle einer bekannten 3D-Struktur 
einer erf indungsgemaSen Kristallform vorliegt bzw. be- 
rechnet werden kann, eingesetzt, urn eine unbekannte 
Struktur, die sich vorzugsweise gegenuber der bekannten 

io Struktur nur durch nicht wesentliche konf ormationelle Ab- 
weichungen unterscheidet (als Beispiele zu nennen waren 
Zi el struktur en, an die erstmals ein Ligand oder ein ande- 
rer Ligand als in der Ausgangs struktur gebunden ist, oder 
Derivate, z.B. Zielstrukturen, die Mutanten der Aus- 

15 gangsstruktur sind) zu losen. Hierzu wird die Phasenin- 
formation der gesamten oder eines Teils der bekannten 
Struktur mit den fur die Kristallform unbekannte r Struk- 
tur gesammelten Intensitaten der Reflexe kombiniert und 
aus dieser Kombination eine Elektronendichtekarte fur die 

20 Kristallform unbekannter Struktur berechnet . Diese Metho- 
de wird als "molekulares Ersetzen" ("molecular replace- 
ment") bezeichnet. Vorzugsweise wird das molekulare Er- 
setzen mit dem Programmpaket X-PLORE (Briinger, Nature 
355, 472-475, 1992) durchgef uhrt . 

25 

Eine weitere Moglichkeit, vorliegende erf indungsgemaSe 
Kristallformen zur Strukturauf klarung von strukturell 
verwandten Sequenzen bzw. beim Vergleich der Primarstruk- 
turen mit zumindest teilweise homologen Polypeptidketten 

30 einzusetzen, besteht erf indungsgemaS darin, daS (a) die 
Primarsequenz eines Polypeptids unbekannter 3D- Struktur 
mit einer Primarsequenz eines Polypeptids, das mindestens 
ein TPR-Strukturmotiv oder eine TPR-Domane, vorzugsweise 
eines Hop-Proteins, aufweist, verglichen wird und im Rah- 

35 men dieses Vergleichs homologe Abschnitte zwischen dem 

Polypeptid unbekannter Struktur und der Primarsequenz ei- 
nes Polypeptids mit mindestens einem TPR-Strukturmotiv, 
vorzugsweise einem Protein mit einer TPR-Bindungsdomane, 
geeignet fur -'die Bindung an ein Chaperon- Protein, ganz 
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besonders bevorzugt ein Hop-Protein, dessen Raum- oder 
vorzugsweise Kristallform bekannt ist, identif iziert wer- 
den, (b) die homologen Abschnitte in Anlehnung an die be- 
kannte 3D-Struktur modelliert wird und schlieSlich gemafi 
Verfahrensschritt (c) mit Hilfe geeigneter Computerpro- 
gramme die modellierte 3D-Struktur des Polypeptids in 
Hinblick auf ihre sterischen Verhaltnisse optimiert wird. 

Das sog. "Alignment" der Primarsequenzen von zu verglei- 
chenden Polypeptiden unbekannter bzw. bekannter 3D- 
Struktur gemaS (a) stellt eine zentrale Aufgabe fur das 
Homologie -Modelling dar, Hierbei werden die ausgerichte- 
ten korrespondierenden Aminosauren verschiedenen Katego- 
rien zugeordnet, namlich Positionen mit identischen, ahn- 
lichen, entfernt ahnlichen oder unahnlichen Aminosauren. 
Besondere Berucksichtigung mussen beim "Alignment" gege- 
benenfalls Insertionen oder Deletionen zwischen den zu 
vergleichenden Primarsequenzen finden. Die gemafi Verfah- 
rensschritt (c) erfolgende Optimierung der auf der Grund- 
lage der bekannten 3D-Struktur modellierten Zielstruktur 
kann durch die Methoden der Molekulardynamik- Simulation 
"molecular dynamics" oder durch Energieminimisierung 
(z.B. Sybil Base von Tripos, s. Zitat a.a.O.) erfolgen. 

Besonders bevorzugt ist ein erf indungsgemafies Verfahren 
zur Aufklarung von Kristallf ormen unbekannter Struktur 
dann, wenn es sich bei der Kristallform bekannter Struk- 
tur urn ein Hop-Protein oder ein mit Hop verwandtes Prote- 
in, insbesondere eines der in Pigur 3 genannten Proteine 
bzw. Proteinabschnitte, handelt und die Kristallform ei- 
nes Hop-Isoproteins oder eines anderen verwandten Pro- 
teins z.B. durch "Molekulares Ersetzen" oder durch 
"Homologie-Modelling" aufgeklart werden soil. Gleichfalls 
kann auf der Basis einer erfindungsgemaSen bekannten Hop- 
Kristallform des einen Wirtsorganismus eine Kristallform 
fur einen Hop-Komplex, gegebenenf alls mit einem Liganden, 
von einem anderen Wirtsorganismus ermittelt werden. 
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Damit also konnen Strukturkoordinaten von erf indungsgema- 
Sen Kristallf ormen durch Homo logie- Model ling als Struk- 
turmodelle fur sequent iell homologe Polypeptide unbekann- 
ter 3D-Strukturen dienen. Im Rahmen des Homologie- 
5 Modellings kommen Programmpakete zum Einsatz, insbesonde- 
re kann mit dem Insight II Modellierungspaket (Molecular 
Simulations Inc.) ein derartiges Modelling durchgefuhrt 
werden. Die Beschreibung des Programmpakets Insight II 
wird vollumf anglich in die vorliegende Of f enbarung, ins- 
10 besondere in Hinblick auf das Homologie-Modelling, einbe- 
zogen . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegende Erf indung sind 
Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen, die die 

15 Wechselwirkung zwischen einem Polypeptid, enthaltend min- 
destens eine Aminosauresequenz eines TPR-Strukturmotivs , 
vorzugsweise eines TPR-Strukturmotivs eines Hop-Proteins, 
oder eines Derivats einer solchen Aminosauresequenz und 
einem Chaperon-Protein blockiert, wobei hierfiir (a) die 

20 unbekannte 3D-Struktur eines derartigen Polypeptids, das 
einem Polypeptid in einer erf indungsgemaSen Raumform ent- 
spricht, nach einem in den Anspruchen 50 bis 52 beschrie- 
benen Verfahren ermittelt wird und dann (b) mit Hilfe ei- 
nes der in Zusammenhang mit den Anspruchen 41 bis 4 8 be- 

25 schriebenen Verfahren eine Verbindung mit der Fahigkeit, 
als Inhibitor der Wechselwirkung eines Chaperon- Proteins 
mit einem Polypeptid zunachst unbekannte r und dann gemafi 
(a) aufgeklarter 3D-Struktur zu wirken, bestimmt wird. 
Hierbei wird es sich typischerweise urn Verbindungen han- 

30 deln, die entweder eine Bindung mit dem TPR -Domanen - 

Protein, vorzugsweise in dem fur die Bindung mit dem phy- 
siologischen Bindungspartner mafigeblichen Bindungsbe- 
reich, eingehen, und so die Interaktion auf Grund ihrer 
Komplementaritat zum TPR-Bindungsbereich blockieren, oder 

35 aber um Verbindungen, die den Bindungsbereich der TPR- 
Domane simulieren und damit komplementar zur Bindungs- 
stelle des Chaperon- Proteins sind. 
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Schliefilich wird im Rahmeii der vorliegenden Erfindung 
auch die Verwendung von Inhibitoren und/oder gegebenen- 
falls Aktivatoren der physiologischen Aktivitat von Hop- 
Protein Oder einem der in Figur 3 genannten Proteine, 
insbesondere von humanem Hop-Protein, nach einem der An- 
spriiche 28 bis 3 7 bzw. erhalten oder erhaltlich aus einem 
Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 48 zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels, zur Verwendung als Arzneimittel 
oder als Wirkstoff , der in einer pharmazeutischen Zusara- 
mensetzung enthalten ist, offenbart. In einer pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung kann ein erf indungsgemaSer Inhi- 
bitor oder gegebenenfalls Aktivator mit mindestens einem 
weiteren Wirkstof f kombiniert sein und/oder die pharma- 
zeutische Zusammensetzung bzw. der Inhibitor als Wirk- 
stof f wird als Arzneimittel in eine dem Fachmann gelaufi- 
gen Formulierung eingearbeitet sein. Die Formulierung 
wird dabei insbesondere vom Verabreichungsweg abhangen. 
Dieser kann oral, rektal, intranasal oder parenteral, 
insbesondere subkutan, intravenos, oder intramuskular, 
sein. Pharmazeutische Zusammensetzung, die einen derarti- 
gen Inhibitor und/oder Aktivator enthalten, konnen die 
Verabrei chungs form eines Puders, einer Suspension, einer 
Losung, eines Sprays, einer Emulsion oder einer Creme ha- 
ben. 

Ein erf indungsgemafier Inhibitor oder gegebenenfalls Akti- 
vator kann mit einem pharmazeutisch akzeptablen Tragerma- 
terial mit neutralem Charakter (wie z. B. wafirigen oder 
nicht-waSrigen Losungsmitteln, Stabilisatoren, Emulgato- 
ren, Detergentien und/oder Additiven und gegebenenfalls 
weiteren Farb- oder Geschmacksmitteln kombiniert sein. 
Die Konzentration eines erf indungsgemaSen Inhibitors 
und/oder Aktivators in einer pharmazeutischen Zusammen- 
setzung kann zwischen 0,1% und 100% variieren, abhangig 
insbesondere von dem Verabreichungsweg. Eine pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung oder ein Arzneimittel, enthaltend 
einen erf indungsgemaSen Inhibitor oder gegebenenfalls Ak- 
tivator der Interaktion zwischen Proteinen mit TPR- 
Domanen und Chaperon- Proteinen, insbesondere Hsp70 oder 
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Hsp90, kann insbesondere zur Behandlung von Tumorerkran - 
kungen, Aut oimmunerkrankungen , Immunsuppression, Behand- 
lung von Ent zundungserkrankungen , GVHD oder zur Behand- 
lung von Virusinfektionen dienen. 

5 Weitere erf indungsgemaSe Gegenstande sind DNA-Sequenzen, 
die fur eines der Proteine TTC1, TTC2, TTC3 , TTC4, IRSP, 
SGT oder KIA0719 codieren, bzw. DNA-Sequenzen, die fur 
die in Figur 3 dargestellten Teilsequenzen der vorgenann- 
ten Proteine codieren. In diesem Zusammenhang wird dabei 

io auch auf die Figur 3 bzw. auf die Beschreibung dieser Fi- 
guren verwiesen. Insbesondere die in Figur 3 genannten 
weiteren Proteine rait TPR-Domanen, vor allem die Sequen- 
zen/Teilsequenzen der Proteine TTC1, TTC2, TTC3 , TTC4 , 
IRSP, SGT und KIAA0719 werden vorliegend erstmals als 

15 Protein mit TPR-Domanen und mit der Fahigkeit an Cha- 
peron- Proteine zu binden, insbesondere an Hsp70 und/oder 
Hsp90, offenbart. Daruber hinaus werden die Aminosaurese- 
quenzen der vorgenannten sieben Proteine, insbesondere 
die Teilsequenzen gemaS Fig. 3 als Sequenzen mit typi- 

20 scherweise Co-Chaperon-Funktion offenbart. Hieraus ergibt 
sich als weiterer Erf indungsgegenstand die Verwendung 
dieser DNA- bzw. Aminosauresequenzen zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels, insbesondere zur Behandlung von Fehl- 
funktionen im Zusammenhang mit MiSfaltungen von Protei- 

25 nen, zellpathologischen Zustanden des Chaperon- Systems, 
bspw. Uber- oder Unterf unktionen des Chaperon- Systems . 
Insbesondere Teilsequenzen, vor allem die TPR-Domanen der 
vorgenannten Proteine bzw. Abschnitte oder Fragmente der- 
artiger TPR-Domanen konnen als Inhibitoren der physiolo- 

30 . gischen Bindungsf unktionen dieser insoweit als Co- 
Chaperons wirkenden Proteine eingesetzt werden. 



Anlagen Al bis A4 sind Bestandteil der Offeribarung der 
vorliegenden Patentanmeldung. 
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Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Figuren naher erlautert . 

Die Figur 1 umfaSt die Figuren 1A, IB und 1C. 
5 Figur 1A zeigt hierbei die sequenzielle Grobstruktur ei- 
nes Hop-Proteins, und zwar unter Berucksichtigung der 
drei im Hop-Protein vorhandenen TPR-Domanen, namlich 
TPR1, TPR2A und TPR2B. Figur 1A gibt auch die Domanen- 
grenzen wieder. Die Domane TPR1 erstreckt sich definiti- 
10 onsgemaB bis zur Aminosaure 118, die Domane TPR2A liegt 
zwischen Aminosaure 223 und Aminosaure 352 und die TPR- 
Domane TPR2B zwischen Aminosaure 353 und 477. 

Figur IB zeigt eine Auftragung der kalorimetrischen iso- 
15 thermischen Titrationsmessungen zur Bestimmung der Wech- 
selwirkung zwischen der TPR1 -Domane .des Proteins Hop mit 
der C-terminalen 25kDa-Domane von Hsp70 (C70) . Im oberen 
Teil der Darstellung findet sich in inkrementeller Auf- 
tragung die Warmef reisetzung nach Titration von C70 
20 (180/zM) mit TPR1 (3mM) bei 25°C. Im unteren Teil sind die 

kalorimetrischen Ergebnisse nach Integration und normal i- 
siert auf die Menge von injiziertem TPR1 dargestellt. Die 
Kurve wurde an ein Bindungsmodell der Stochiometrie 1:1 
zwischen den Bindungspartnern angepaSt . Bestimmt wurden 
25 folgende Werte: K D = 15/zM, Stochiometrie N = 0,87. 

In Figur 1C sind die thermodynamischen Bindungskonstanten 
(K D ) bei der Wechselwirkung von TPR1 mit C70 und solchen 
Peptiden, die die letzten 12 Aminosaurereste von Hsp70 
30 und Hsc70 (in der oberen Darstellung) umfassen, und fur 

die Bindung von TPR2A an C90 und an ein Hsp90-Pentapeptid 
(in der unteren Darstellung) dargestellt. Die Titrationen 
wurden bei 25°C durch Injizieren von Proteinen oder Pep- 
tiden in eine Losung, die TPRl enthielt, durchgef uhrt . 
35 Die stochiometrischen Konstanten (N) lagen typischerweise 
zwischen 0,9 und 1,1. Die ITC-Messungen erwiesen sich als 
bestens reproduzierbar mit Standardabweichungen von urige- 
fahr 5 bis 10% bei dreifacher Wiederholung der Messungen. 
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In Fig. 2 finden sich die Darstellungen A bis H, wobei es 
sich bei den Figuren A, B, S und F urn schematisierte sog. 
"Ribbon" -Darst el lungen handelt . Das Ruckgrat der TPR- 
5 Domane ist cyanofarben (TPR1) oder in Magenta (TPR2A) ge- 
halten, wobei sowohl in Fig. 2A als auch in Fig. 2E die 
gebundenen Peptide als stabchenf ormige Modelldarstellun- 
gen in Pink angegeben sind. Die N- und C-Termini der TPR- 
Domanen bzw. der gebundenen Peptide sind mit den entspre- 

10 chenden Buchstaben N und C markiert . Die in jedem TPR- 

Strukturmotiv auftretenden Helices A und B der drei auf- 
einanderfolgenden TPR-Strukturmotive sind ebenso darge- 
stellt wie die flankierende Helix C. Dabei zeigen die Fi- 
guren 2 A und 2E die wiegenf ormigen TPR1- und TPR2- 

15 Domanen . 

Die Figuren 2B und 2F haben denselben Darstellungsgegen- 
stand wie die Figuren 2A und 2E, wobei in den Figuren 2B 
und 2F die Komplexe aus TPR1 mit gebundenem Peptid und 

20 TPR2A mit gebundenem Peptid um jeweils 90° gedreht sind. 

Nunmehr ist der aus den beiden Carboxylat-Gruppen beste- 
hende Anker des Peptids in Richtung auf den Betrachter 
gerichtet. Die Figuren 2C und 2G stellen (2Fo-Fc) - 
Elektronendichtekarten dar, die fur den Peptidbereich mit 

25 Hilfe des Endmodells berechnet wurden, wobei das Peptid 
hieraus weggelassen wurde. Die Figuren 2D und 2H sind 
Darstellungen des elektrostatischen Potentials von TPR1 
und TPR2A, das auf die zugangliche molekulare Oberflache 
so modelliert wurden, wie es sich mit Hilfe des Programms 

30 GRASP berechnen und visuell dargestellen lieS. Entspre- 
chende nahere Erlauterungen finden sich bei Nicholls et 
al. (Biophysical Journal 64, A166) . In rot sind die nega- 
tiv geladenen, in blau die positiv geladenen und in grau 
die neutralen Bereiche gekennzeichnet . Die gebundenen 

35 Peptide finden sich in einer stabformigen Darstellung 
ebenfalls dargestellt. 



In Figur 3 wird ein sequenzspezif ischer Vergleich 
("Alignment") der TPR-Domanen von solchen Proteinen ge- 
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zeigt, die entweder an Hsp70 oder Hsp90 binden. Konser- 
vierte Aminosaurereste, die an elektrostatischen Wechsel- 
wirkungen mit dem EEVD-Motiv des Liganden beteiligt sind, 
sind in blau markiert, wahrend Aminosaurereste , die in 
5 hydrophober oder in van-der-Waals-Wechselwirkung mit dem 
Liganden stehen, rot gekennzeichnet sind. Jene Aminosau- 
rereste, die im Fettdruck dargestellt sind, sind Bestand- 
teil der TPR - Konsensus - Sequenz und sind auf Grund der 
Packung der verschiedenen a-Helices von benachbarten TPR- 

10 Strukturmotiven konserviert. Alle Sequenzen wurden aus 

der Datenbank GenBank entnommen und sind menschlichen Ur- 
sprungs, abgesehen von CNS1 und TOM70, die aus S. cerevi- 
siae bzw. N. crassa stamtnen. Bei TPR1 und CHIP handelt es 
sich um Hsp70-bindende TPR-Domanen. Hsp90-bindende TPR- 

15 Domanen sind TPR2A, PP5, FKBP51, FKBP52 , CYP4 0, TOM34, 
TOM70 und CNS1. Ein Ligand fur die TPR-Domane TPR2B des 
Hop-Proteins ist bislang nicht identif iziert worden. 

Die weiteren Sequenzen TTC1 und TTC2 (diese treten in 
20 Wechselwirkung mit Neurof ibromin) , TTC3 (liegt iri einer 
genomischen Region, die an der Pathologie des Down- 
Syndroms beteiligt ist) , TTC4 (ist in einem Bereich der 
regelmaSig bei Sporadischem Brustkrebs deletiert ist) , 
IRSP (ein Protein, das in Zusaramenhang mit Infertili- 
25 tatserscheinungen steht) und SGT (kleines glutaminreiches 
TPR-Protein, das mit dem nicht -strukturellen NSl-Protein 
des Parvovirus H-l interagiert) haben gleichfalls Sequen- 
zen mit TPR-Domaneneigenschaften, die an Hsp70 und/oder 
Hsp90 binden konnen. Letzteres gilt auch fur das mensch- 
30 liche Protein KIAA0719, dessen physiologische Funktion 
unbekannt ist. 



Figur 3A gibt die Aminos aure sequenzen einer beispielhaf- 
ten Auswahl von TPR- Strukturmotiven an, die in Polypepti- 
den auf tret en konnen, auf deren Raumform die Anspruche 1 
bis 22 gerichtet sind. Die in Figur 3A wiedergegebenen 
Aminosauresequenzen treten in humanen Hop-Proteinen auf. 
Die Sequenzen (1) , (4) und (7) sind Bestandteile der TPR- 
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Domane TPR1, die Sequenzen (2) , (5) und (8) sind Best and - 
teile der TPR-Domane TPR2A und die Sequenzen (3) , (6) und 
(9) Bestandteile der TPR-Domane TPR2B, jeweils vom Hop- 
Protein. Die raumlichen Strukturen der Sequenzen (1) , (4) 
5 und (7) konnen der Figur 3C entnonimen werden, die die 

Strukturkoordinaten der TPR-Domane TPR1 ohne Komplexie- 
rung mit einem Liganden wiedergibt. Die TPR-Struktur- 
motive (1), (4) und (7) konnen in Figur 3C oder 3D anhand 
ihrer Sequenz (Strukturkoordinaten gelistet fur Atome vom 
io N-Terminus zum C- Terminus (Argll8) , fur die Elektronen- 
dichte beobachtet werden kann) , zugeordnet werden (s. 
hierzu auch Figur 3) . Analoges gilt fur die raumlichen 
Strukturen der TPR-Strukturmotive (2) , (5) und (8) , die 
aus Figur 3E entnommen werden konnen. 

15 

Figur 3B stellt die Aminosauresequenzen der drei in Hop- 
Proteinen auftretenden TPR-Domanen TPR1, TPR2A und TPR2B 
dar. Deren raumliche Struktur ist durch die atomaren 
Strukturkoordinaten gleichfalls den Figuren 3C, 3D und 3E 
20 zu entnehmen. 

Figur 3C gibt die Strukturkoordinaten der TPR-Domane TPR1 
(ohne Komplexierung mit einem Liganden) wieder, soweit 
fur die Aminosauren der Sequenz Elektronendichte beobach- 
25 tet werden konnte. In der Auflistung der atomaren Struk- 
turkoordinaten sind die Strukturkoordinaten der Sequenzen 
(1) , (4) und (7) gemaS Figur 3 A enthalten. Angaben zur 
Strukturanalyse sind auf den Seiten 1 und 2 (von 3 9) der 
Figur 3C enthalten. 

30 

Figur 3D listet die Koordinaten fur die Atome der TPR1- 
Domane von Hop im Komplex mit dem Liganden GAS S GPT I EE VD 
auf. Physikalische Angaben zur Durchfuhrung der Rontgen- 
strukturanalyse ebenso wie zum kristallisierten Polypep- 
35 tid sind auf den Seiten 1 bis 6 der Figur 3D wiedergege- 
ben. 

Figur 3E stellt die Koordinaten der TPR-Domane TPR2A des 
Hop-Proteins im Komplex mit dem Liganden MEEVD dar, Die 
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in Figur 3 A bezeichneten TPR-Strukturmotive (Sequenzen 
(2) , (5) und (8) sind gleichfalls in ihrer raumlichen 
Struktur in Fig. 3E enthalten) . Die Seiten 1 bis 6 von 
Figur 3E geben Information zum kristallisierten Polypep- 
tid und zur Durchfuhrung der Rontgenstrukturanalyse wie- 
der. Fur die Figuren 3C, 3D und 3E gilt, daS die Struktur 
der terminalen, insbesondere C-terminalen Aminosauren der 
TPR-Domanen, aufgrund der typischen Beweglichkeit dieser 
endstandigen Aminosauren nicht bestimmt werden kann. 

Figur 4 ist eine schematische Darstellung der Wechselwir- 
kung, die zwischen einer TPR-Domane und einem komplemen- 
taren Peptid bestehen konnen. Figur 4A stellt den 
TPRl/Peptid-Komplex dar, wahrend Figur 4B den 
TPR2A/Peptid-Komplex zeigt . Die Farben fur den Aminosau- 
rerest von TPR1, TPR2A und der jeweiligen Peptide ent- 
sprechen der in Figur 2 dargestellten farblichen Kenn- 
zeichnung . 

Figur 5 ist eine Uberlagerung der beiden TPR/Peptid- 
Komplexe. Die Uberlagerung der sog. Doppel-Carboxylat- 
Klammer der beiden TPR1/ und TPR2A/Peptid-Komplexe fuhrt 
zu einer strukturellen Kongruenz der Seitenketten, die an 
den Peptidkontakten beteiligt sind und auch von Teilen 
der gebundenen Peptide. Der TPRl-Komplex ist in magenta 
gehalten, der TPR2A-Komplex ist in cyano dargestellt. Die 
Aminosaurereste der Doppel-Carboxylat-Klammer und die N- 
und C-Termini der Peptide sind markiert • 

Figur 6 ist eine Auftragung der thermodynamischen Analyse 
der Wechselwirkung von TPR1 und TPR2A mit den C- 
terminalen Sequenzen von Hsp70 und Hsp90. Figur 6A stellt 
die Bindungskonstanten (K D ) fur die Wechselwirkung von 
TPR1 mit EEVD-Peptiden dar 7 die mit Hilfe der ITC- 
Messungen (vgl . Fig. 1) ermittelt wurden. Figur 6B behan- 
delt die Bindung von TPR2A an EEVD-Peptide . Die Sequenz- 
folge GSGSGPTIEEVD entspricht den 12 C-terminalen Ami- 
nosaureresten von Hsc70. GDDDT SRMEE VD entspricht den 12 
C-terminalen Aminosaureresten von Hsp90. Die Titrationen 
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wurden bei 2 5 °C durch das Injizieren von Peptiden, die in 
Puffer G bei einer Konzentration von 7,5 mM bis 15 mM ge- 
lost waren, in eine Losung, die die TPRl-Domane (450 fiM - 
950 /xM) im Puffer G enthielt, durchgef uhrt . Die Stochio- 
5 metrie-Konstanten (N) lagen typischerweise zwischen 0,9 
und 1.1. 

Figur 7 stellt die Sequenzkonservierung der C-Termini von 
Hsp70/Hsc70- und Hsp90- Chaperons dar. Figur 7A zeigt die 

10 Aminosaurekonservierung der cytosolischen Variant en von 
eukaryontischen Hsp70- und Hsc70-Protein, wobei 83 Se- 
quenzen analysiert wurden. Die Konservierung der am hau- 
figsten auftretenden Aminosaure an der jeweiligen Positi- 
on ist in % angegeben. Jene Aminosauren, die dem struktu- 

15 rell geordneten Peptidbereich angehoren, sind im Fett- 
druck markiert . In Figur 7B wird in analoger Weise die 
Aminosaurekonservierung der cytosolischen Varianten des 
eukaryontischen Hsp90 -Proteins dargestellt, wobei 13 8 Se- 
quenzen analysiert wurden. Die letzten funf Aminosauren, 

20 die fur die TPR-Bindung maSgeblich sind r sind im Fett- 
druck markiert. 

Figur 8 zeigt die Uberlagerung des TPR1 / Pep tids-Kompl exes 
mit dem 14-3-3-Peptidkomplex. Figur 8A ist eine Darstel- 

25 lung des "Alignments" der korrespondierenden ot-Helices 
und der gebundenen Peptide. Der TPRl-Komplex ist in ma- 
genta und der 14-3-3-Komplex ist in grau gehalten. N- und 
C- Termini der Domanen und der gebundenen Peptide sind 
markiert. Figur 8B stellt eine Uberlagerung der sog. Dop- 

30 pel-Carboxylat-Klammer von TPR1 mit den entsprechenden 
Aminosauren der 14-3-3 -Domane dar. 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
35 Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert. 

Hierzu wurden die TPR- Domanen TPR1 und TPR2A des Hop- 
Proteins (Primarsequenzen unter der Bezeichnung (1) und 
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(2) in Figur 3B angegeben) ohne Liganden (Figur 3C) bzw. 
im Komplex mit Polypeptidliganden kristallisiert und 
nachfolgend durch Rontgenkristallographie hochauf geloste 
Kristallstrukturen der drei Kristalle erhalten. 

5 

1. Protein- und Peptidpraparation 

Die Codons 1-118 (TPR1) und 223-352 (TPR2A) von humanem 
Hop- Protein wurden im richtigen Leseraster in die Ehel- 

10 Schnittstelle des Plasmids pPROEx HTa (von der Fa. Life 
Sciences) zur Expression in E.coli BL21 (DE3) als Fusi- 
onsproteine mit abtrennbaren N-terminalem Hexahistidin- 
"Tags" kloniert. Die loslichen Proteine wurden mit Hilfe 
chromatographischer Verfahren auf Ni-NTA (von der Fa. 

15 Qiagen) und Superdex 200 (von der Fa. Pharmacia) gerei- 
nigt. Die His -Tags wurden unter Verwendung von TEV- 
Protease abgetrennt, wobei ein zusatzlicher Glycinrest 
vor dem N-Terminus verblieb. Die Proteine wurden durch 
Ultrafiltration bis zu einer Konzentration von 40 mg/ml 

20 auf konzentriert . Fur die Strukturbestimmung der Domane 

TPR2A wurde eine Selenomethionin-markierte Form durch ei- 
ne Expression im E.coli-Stamm B834 (DE3) hergestellt. Ein 
Selenomethionin-markiertes Peptid (die C- terminal en funf 
Aminosauren von Hsp90 mit der Sequenz MEEVD (Ein- 

25 Buchstaben-Code) ) wurde fur die Co-Kristallisierung ver- 
wendet. Der Einbau der Methionine wurde durch Massenspek- 
trometrie bestatigt. Das C-terminale Fragment von mensch- 
lichem Hsp70 (C70, Codons 382-641) wurde nach der glei- 
chen Vorgehensweise kloniert / exprimiert und gereinigt . 

30 Die C-terminale Domane von menschlichem Hsp90 (C90, Co- 
dons 625-732) wurde, wie bei Young et al . (1998, J. Biol. 
Chem. 273, 18007-18010) beschrieben, exprimiert und ge- 
reinigt . 

35 Fur die Synthese von Ac- (Se) Met-Glu-Glu-Val-Asp-OH wurde 
das L-Selenomethionin in Fmoc- (Se) Met-OH durch Reaktion. 
mit Fmoc-OSu unter Standardbedingungen umgewandelt 
(Kristallisierung aus Ethylacetat/Hexan) . Das Tetrapeptid 
H-Glu(OtBu) -Glu(OtBu) -Val -Asp (OtBu) -Resin wurde nach 
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Standard-Fmoc/HBTU/HOBt-Festphasenprotokollen auf Wang- 
Resin (von der Fa. Bachem, Bubendorf) synthetisiert. Das 
Fmoc-(Se) Met-OH wurde in einem zweifachen UberschuS an 
das Peptidresin mit HBTU/HOBt/DIEA (1:1:2) zweifach ge- 
5 koppelt. Nach Piperidin-vermittelter Abspaltung der Fmoc- 
Schutzgruppe wurde die N-terminale Acetyl ierung mit einem 
achtfachen UberschuS von Ac20 in der Gegenwart von DIEA 
durchgef uhrt . Der Re s i nab t r e nnung s - und Deprotektions- 
schritt wurde mit Argon-gesattigtem TFA/TIS/H 2 0 

io (93,5:5:1,5) bei Raumtemperatur fur 90 Minuten unter Ar- 
gonatmosphare durchgef uhrt . Das Resin wurde abf iltriert 
und das Produkt mit Methyl tert -butyl -ether/Hexan prazipi- 
tiert. Das Rohpeptid wurde durch praparative RP-HPLC 
(Elution: linearer Gradient von 0,1% waJSriger TFA und 

15 0,08% TFA in CH 3 CN) gereinigt. Das Produkt wurde nach Lyo- 
philisierung erhalten. Alle anderen Peptide wurden mit 
acetylierten N- Termini unter Verwendung von Festphasen- 
FMOC-Chemie synthetisiert. 

20 2 . Kristallisierung und Datensammlung 

Die Kristalle des Polypeptids, das der TPRl-Domane von 
Hop entspricht (Figur 3B, Sequenz (1)), im Komplex mit 
einem Peptid (GASSGPTIEEVD, C-terminales Dodekamer von 

25 Hsp70) wurden bei 20°C durch die Technik des "hangenden 

Tropfens" mit Hilfe von Dampf dif fusionsverf ahren aufgezo- 
gen. Gleiche Volumina (1,5 jul) des Protein-Peptid- 
Komplexes (Protein: Peptid = 1:1,3) wurden bei einer Kon- 
zentration von 20 mg/ml in 15 mM HEPES (pH 7,5) mit einer 

30 Reservoir-Losung gemischt, die 100 mM TRIS (pH 8,5), 24% 

(w/v) PEG MME 2000, 10 mM NiCl 2 und 15% (w/v) Xylitol ent- 
hielt. Die Kristallisierung wurde mit Hilfe des 
"Microseedings" verbessert, wobei die Kristalle ihre voi- 
le GroSe (typischerweise 150x150x70 Jim 3 ) innerhalb von 

35 zwei Wochen erreichten. Die Kristalle wurden dann blitz- 
artig in fliissigem Stickstof f gekuhlt und bei 100 K wah- 
rend der Datensammlung konserviert . Hierfur wurde ein Ox- 
ford Cryostream-Gerat eingesetzt. Die Kristalle gehorten 
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zur Raumgruppe P4 X (a = 75,47 A, c = 42,89 A) mit zwei Mo- 
lekulen pro asymmetrischer Einheit und einem Losungsmit- 
telanteil von 45%. Vier Nickelatome und vier TRIS- 
Molekule wurden in der Struktur aufgefunden. Die hochauf- 
5 gelosten Datensatze wurden an der Strahlenquelle X12B der 
national Synchroton Light Source in Brookhaven unter Ver- 
wendung eines ADSC Quantum-4 CCD-Detektors gesammelt. 
Weitere Einzelheiten der Datensammlung sind der Tabelle 1 
zu entnehmen. 

10 

Die Kristalle von TPR2A (Aminosauresequenz wie in Figur 
3B fur das mit (2) bezeichnete Polypeptid angegeben) wur- 
den im Komplex mit einem Pentamer (MEEVD, entsprechend 
den fiinf C-terminalen Aminosauren des Chaperon -Proteins 

15 Hsp90) wie oben beschrieben aufgezogen. Hierzu wurden 
gleiche Mengen (1,8 des Protein-Peptid-Komplexes 

( Protein : Pept id = 1:1,3) bei einer Konzent ration von 15 
mg/ml in 50 mM TRIS (pH 7,5), 2 mM DDT mit Reservoir- 
Losung, die 100 mM TRIS (pH 8,5), 20% (w/v) PEG MME 2000, 

20 5 mM NiCl 2 und 10% (w/v) Xylitol enthielt, gemischt. Die 
Kristalle waren nach einer Woche nachweisbar und erreich- 
ten ihre voile Grofie ( typischerweise 100x50x50 |j,m) inner- 
halb von drei Wochen. Es wurde f estgestellt , dafi die Nik- 
kelionen und das Peptid fur die Kristallisierung ent- 

25 scheidend waren. Ein in hohem MaSe strukturell fixiertes 
Nickelion wurde in der Struktur aufgefunden, wobei es ei- 
nen Kristallkontakt vermittelt. Es wurde fur die Ermitt- 
lung der Phaseninf ormation verwendet. Die Kristalle ge- 
horten zur Raumgruppe C2 mit einem Molekul pro asymmetri- 

30 scher Einheit und einem Losungsmittelanteil von 4 0%, Der 
native Datensatz wurde bis zu einer Auflosung von 1,9 A 
an der Strahlenquelle ID14-3 beim ESRF unter Verwendung 
eines MarCCD-Detektors gesammelt. Die multiplen anisomor- 
phen Dif f raktionsdaten (MAD) von markiertem TPR2A-Peptid- 

35 Komplex wurden an der MPG/GBF- "Wiggler" -Strahlenquelle 

BW6/DORIS am DESY unter Verwendung eines MarCCD-Detektors 
auf gezeichnet . Die Datensatze wurden urn die Absorptions- 
kanten von Ni herum (Nil:peak, Ni2 : inflection) und 
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Se(Sel:peak, Se2 : inflection) anhand eines einzigen Pro- 
teinkristall gesaramelt. Alle Datensatze wurden mit Hilfe 
des HKL Software -Programmpakets (Otwinowski und Minor, 
1997, Macromolecular Crystallography, Pt A, Seiten 307- 
326) prozessiert. Weitere Einzelheiten zur Datensammlung 
sind der Tabelle 2 zu entnehmen. 



3 . Strukturbestimmung und Strukturverfeinerung 

10 Die Struktur des TPRl-Komplexes wurde durch das molekula- 
re Ersetzen ("molecular replacement") unter Verwendung 
des Programs Amore, das Bestandteil der CCP4 Programm- 
suite (Bailey, 1994, Acta Crystal lographica Section D- 
Biological Crystallography, 50, 760-763) ist, gelost . 

15 Teile der zuvor bestimmten Kristallstruktur von TPR1L 
(Aminosauren 1-140) dienten als Suchmodell . Der TPR1- 
Peptid-Komplex wurde mit dem Program CNS (Brunger et 
al., .1998, Acta Crystal lographica Section D, Biological 
Crystallography, 54, 905-921) unter Verwendung aller Dif- 

20 fraktionsdaten zwischen 20 und 1,6 A Auflosung verfei- 
nert, wobei 10% der Daten fur die Kreuzvali die rung (s. 
Tabelle 1) ausgeschlossen wurden. Alle Verfeinerungs- 
schritte wurden vollzogen, ohne von nicht- 
kristallographischer Symmetrie Gebrauch zu machen. Elek- 

25 tronendichte konnte bei den beiden kristallographisch un- 
abhangigen TPRl-Domanen in der asymmetrischen Einheit 
(Kette A und Kette B) fur die Aminosaurereste von A2 bis 
A118 und Bl bis B115 beobachtet werden. Aufgrund der Be- 
weglichkeit wurden die Reste A2, Bl, B2 und B110 als Ala- 

30 nine modelliert. Die Positionen der Peptide wurden aus 

einer Dif f erenzelektronendichtekarte ermittelt. In beiden 
F £ll^ n konnten nur die letzten acht Aminosauren GPTIEEVD 
des Peptids einer Elektronendichte zugeordnet werden. Die 
Dif f erenzelektronendichtekarte erlaubte auch die Identi- 

35 fizierung der vier Nickelatome (zwei pro Monomer) und von 
vier TRIS-Molekulen (zwei pro Monomer) . Zwei Nickelbin- 
dungsstellen wurden am Histidin 36 jeweils fur die Ketten 
A und B lokalisiert. Die Okkupanz wurde manuell auf 0,5 
eingestellt, um die Temperaturf aktoren an jene der gebun- 
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denen Histidine anzupassen. Zwei vollstandig beset zte Po- 
sitioner! wurden am Histidin 101 (fur die Ketten A und B) 
lokalisiert. Jedes Nickelatom, das an das Histidin gebun- 
den ist, ist zusatzlich mit zwei TRIS-Molekulen komple- 
5 xiert . 

Das Endmodell, das 1960 Proteinatome, 36 Heteroatome und 
245 Losungsmittelmolekule enthalt, konvergierte bei einem 
R-Faktor R work = 18,2% (R free = 21,6%). Die mit tl ere Stan- 

10 dardabweichung fur die Bindungslangen betragt 0,008 A und 
fur die Bindungswinkel 1,3°. In der vorhergehenden Be- 
schreibung der Struktur wurde nur eine der beiden Ketten 
* im Komplex mit dem gebundenen Peptid (Kette A bzw. Kette 
C fur das Peptid) der beiden in der asymmetrischen Ein- 

15 heit enthaltenen Ketten A und B behandelt. 

Fur die Ermittlung der TPR2 A- Struktur (Tabelle 2) wurden 
die MAD-Datensatze auf eine ungefahr absolute Skala ge- 
setzt und als ein spezieller Fall von MIR-Daten behan- 

20 delt, wobei verschiedene Programme aus der CCP4 Programm- 
suite (CCP4, 1994) eingesetzt wurden. Die Position eines 
Nickelatoms wurde durch Analyse von einer anomalen Diffe- 
renz-Patterson-Karte aus den Daten bei einer Wellenlange 
von maximal f N i" (Nil) bestimmt. Diese Nickelbindungsstel- 

25 le wurde dann verwendet , um die MAD-Phasen mit Hilfe von 
MLPHARE (CCP4 , 1994) zu berechnen. Diese Phasen wurden 
dann weiterverwendet , um die beiden Selen-Bindungsstellen 
aus der anomalen Dif f erenz-Fourier-Karte, die mit Hilfe 
der bei maximal f Se n (Sel) gewonnenen Daten berechnet wur- 

30 den, zu identif izieren. Zur abschlieSenden Phasenermitt- 
lung wurde die Wellenlange des Inf lektionspunkts von Nik- 
kei (Ni2) als nativer Datensatz verwendet und die drei 
anderen Wellenlangen (Nil, Sel, Se2) wurden als separate 
Derivate behandelt. Die Phasen wurden im Auf losungsbe- 

35 reich zwischen 17,0-2,1 A berechnet und ihr anfanglicher 
"mean figure of merit" von 0,74 wurde durch die Methode 
des "solvent flattening" und "histogram matching" unter 
Verwendung des Programms DM (CCP4, 1994) verbessert. Die 
erhaltene Elektronendichtekarte entsprach hoher Qualitat 
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und erlaubte es, mit Hilfe von wARP (Perrakis et al, 
1997) ungefahr 90% der Endstruktur zuzuordnen. Die Atom- 
modelle wurden uberpruft und unter Verwendung des Pro- 
gramme O (Jones et al . , 1991, Acta Crystal lographica, 
5 Section A 47, 110-119) weiter verbessert. Die Verfeine- 

rungen wurden mit Hilfe des Programms CNS (Brunger et al, 
1998, Acta Crystal lographica , Section D, Biological Cry- 
stallography 54, 905-921) gegen den nativen Datensatz un- 
ter Verwendung aller Dif f raktionsdaten zwischen 10 und 

10 1,9 A Auflosung (ausgeschlossen 10% der Daten fur die 

Kreuzvalidierung) ausgefuhrt. Die Aminosauren Lys223 bis 
Gln34 9 (TPR2A-Dotfiane) wurden der Elektronendichte zuge- 
ordnet, genauso wie die Aminosauren Met-4 bis AspO des 
Pentapeptids. Aufgrund ihrer Beweglichkeit wurden die Re- 

15 ste A291 bis A294 und A348 als Alanine modelliert. Die 

Nickel -Bindungsstelle, die im Rahmen der Phasenermittlung 
verwendet wurde, erwies sich als Brucke eines Kristall- 
kontakts von His247 zum His321 und Lys325 aus dem syrame- 
trieverwandten Molekul . 

20 

Das Endmodell enthielt 1086 Proteinatome (44 fur das Pep- 
tid) , 1 Heteroatom und 152 Losungsmittelmolekule, die bei 
einem R-Faktor von R wor k = 18,1% (R fre e = 21,9%) fur alle 
Daten ohne irgendeinen Sigma -Grenzwert konvergierten. Die 

25 St andardabwei chung fur die Bindungslange betrug 0,008 A 
und fur die Bindungswinkel 1,2°. Alle Reste sind in den 
f avorisierten oder in den zumindest allgemein erlaubten 
Bereichen der Ramachandran-Auf tragung angesiedelt, wie 
mit Hilfe des Programms PROCHECK (Laskowski et al . , 1993) 

30 berechnet . 

4. Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Die Bindung von Proteinf ragmenten und Peptiden an die TPR- 
35 Domanen wurde mit Hilfe der isothermen Titrationskalorime- 
trie , (Wiseman et al., 1989. Anal. Biochem. 179, 131-137) 
unter Verwendung eines MicroCal MCS-Titrationskalorimeters 
(MicroCal Inc., Northhampton, USA) gemessen. 40-50 Aliquots 
von 5 \xi. Peptidlosung (7,5mM - 15mM) wurden bei 25°C durch 
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Injektion in 1,36 ml TPR1 (TPR2A) -Losung (450 nM-950 joM) in 
die Kammer titriert. Alternativ wurde eine Losung von 3 tnM 
TPR1 (TPR2A) in 180 yM C70 (C90) -Losung in der Kammer 
titriert. Die Peptide wurden aufgelost in und die Proteine 
dialysiert gegen den Puffer G (25 mM HEPES, pH 7,5, 100 mM 
KAc, 5 mM MgAc 2 ) • Die Injektionen wurden typischerweise uber 
die Sattigungsgrenzen hinaus fortgesetzt, urn die Warme der 
Ligandenauf losung bestimmen zu konnen. Nach der Subtraktion 
der Auflosungswarme wurden die kalorimetrischen Daten ana- 
lysiert, wobei eine Bewertungssof tware, die durch den Her- 
steller zur Verfugung gestellt wird (Version 2.9; MicroCal 
Software, Inc.), verwendet wurde. 

Ergebnisse der Ausfuhrungsbeispiele 
1. 

Durch beschrankte Proteolyse wurden drei def inierte 
Domanen von menschlichem Hop-Protein identif iziert : TPR1 # 
TPR2A und TPR2B (Figur 1A) . Bei alien drei Domanen handelt 
es sich um TPR-Domanen. 

2 . 

Durch die isothermischen kalorimetrischen Messungen wurde 
gezeigt, daS auch ein 2 5kDa- Fragment von menschlichem Hsp70 

(C70) weiterhin die Substratbindungsdomane aufweist und da£ 
der authentische C- Terminus von Hsp70, gebunden an die Do- 
mane TPR1 mit einer Aff initat von 15 juM und einem Stochio- 
metrie-Faktor (N) nahe bei 1 an die Domane TPR1 bindet 

(Figuren IB und 1C) . Die gleichen Af f initaten wurden fur 
ein Dodekamer mit Aminosauresequenzen der C-Termini von 
Hsp70 und Hsc70, die nahezu identisch sind, als Liganden 
erhalten (Figur 1C) . Ein 1 2 kDa- Fragment von Hsp90 (C90) , 
das die Dimerisierungsdomane und den authentischen C- 
Terminus von Hsp90 (Aminosauren 629-732) einschlieSt f bin- 
det an die Domane TPR2A mit einer Aff initat von 6 iM und 
einem Stochiometrie-Faktor nahe bei 1 (Figur 1C) . Ein Pep- 
tid, das nur die letzten funf Aminosaurereste von Hsp70 um- 
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fa£t, bindet immer noch an die Domane TRP2A mit einer Affi- 
nitat von 12 \}M (Figur 1C) . 

Daraus ist zu schliefien, daE die Bindung von TPR1 an C70 
5 vollstandig durch die Interaktion von TPR1 mit einem C- 
terminalen Dodekamer von Hsp70 beschrieben werden kann, 
wahrend die Interaktion von TPR2A mit C90 im wesentlichen 
durch die fiinf C~ terminal en Amino saur en von Hsp90 / also ein 
Pentapeptid, vermittelt wird. Die gemessenen Affinitaten 
10 sind im ubrigen vergleichbar mit jenen, die fur die Inter- 
aktion von SH3-Domanen mit ihren Peptidliganden bestimmt 
wurden (Kuriyan und Cowburn, 1997, Annual Rev. Biophys. 
Biomol. Struct- 26, 259-288). 

15 3. Raumf ormen der Komplexe aus TPR-Domane und den Peptid- 
liganden 

Die beiden TPR-Domanen TPR1 und TPR2A von Hop wurden als 
Komplex mit ihrem jeweiligen Peptidliganden kristallisiert 
tand deren hochaufgeloste Kristallstrukturen aufgeklart. Er- 

20 gebnis der Untersuchungen war eine als Kristallform vorlie- 
gende Raumf orm der beiden ggf . komplexierten Domanen. Beide 
TPR-Domanen bilden Maander-formige Strukturen aus sieben oc- 
Helices (Figuren 2A und 2E) , die in einer gegenlauf igen Ab- 
folge ("head to tail") ahnlich der Struktur der peptidfrei- 

25 en TPR-Domane von PP5 (Das et al., 1998, EMBO J. 17, 1192- 
1199) angeordnet sind. Im Unterschied zur Seguenz von TPR1 
weisen die TPR-Domanen PP5 und TPR2A eine Insertion zwi- 
schen "repeat" 2 und 3 auf , was zu einer Verlangerung der 
Helices 2B und 3A urn jeweils einen . "Turn" fuhrt (Fig. 2E, 

30 Fig. 3) . In beiden Strukturen erweist sich die Helix C, die 
C-terminal zu den drei TPR-Konsensusblocken angeordnet ist, 
als integraler Bestandteil der TPR-Domane (Figuren 2A, 2B, 
2E und 2F) . 

35 Die TPR-Maander bilden jetzt wiegenf ormige ("cradle") Fur- 
chen, die die Peptide in einer ausgestreckten Konformation 
("extended") aufnehmen (Figuren 2B, 2F, 2D und 2H) . Die ge- 
bundenen Peptide stehen nur mit den Seitenketten der A- 
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Helices der TPR-Domanen in Kontakt, die die innere Oberfla- 
che der Wiege ergeben (Figuren 2B und 2F) . Durch eine 
"simulated annealing" (2Fo-Fc) -Elektronendichtekarte des 
TPR1 -gebundenen Peptids, die, ohne das Peptid einzuschlie- 
5 Sen, berechnet wurde, zeigt sich, dafi die letzten sieben 
Peptid-Aminosaurereste in dem Komplex mit der Domane TPR1 
sehr exakt def iniert sind (Figur 2C) . Eine ahnliche Elek- 
tronendichtekarte, die fur das Peptid, das an die TPR2A- 
Struktur gebunden worden ist, berechnet wurde, zeigt, daS 

10 alle fiinf Reste des gebundenen Peptids gut strukturiert 

sind (Fig. 2G) . Die ausgestreckte Konf ormation der Peptide 
stellt sicher, daS eine groStmogliche Oberflache gegeniiber 
den TPR-Domanen als Kontaktbereich zur Verfiigung steht und 
daS derart die spezifische Erkennung von kurzen Aminosau- 

15 restucken mit ausreichender Affinitat ermoglicht wird. 

In der nachf olgenden Beschreibung der TPR-Peptid-Komplexe 
wird der C-terminale Asp-Rest der Peptide als AspO bezeich- 
net. Die vorhergehenden Reste werden in absteigender Rei- 

20 henfolge mit Val-1, Glu-2, Glu-3, Ile-4, Thr-5, Pro-6 und 
Gly-7 fur das Hsp70- Peptid (Figur 4 A) bzw. als Met -4 fur 
das Hsp90-Peptid (Figur 4B) numeriert . Nur die letzten acht 
Reste im Hsp70-Dodekamer- Peptid sind im TRPl-Komplex so ge- 
ordnet, daS sie in der abschlieSenden Elektronendichtekarte 

25 erkennbar sind. Die Peptid- Seitenketten Pro-6, Ile-4, Val-1 
und AspO sind an Wechselwirkungen mit der TPR1 -Domane be- 
teiligt. Die iibrigen Seitenketten im Peptidabschnitt mit 
geordneter Struktur, insbesondere die beiden nahezu absolut 
konservierten Glutaminsaure-Seitenketten an der Position -2 

30 und -3, sind gegeniiber dem Losungsmittel exponiert (Fig. 

2C; Fig. 4A) . Im TPR2A- Komplex sind alle fiinf Peptidreste 
in der abschliefienden Elektronendichtekarte deutlich er- 
kennbar. Mit Ausnahme von Glu-2 sind alle Seitenketten des 
Hsp90 -Peptids an Wechselwirkungen mit der Domane TPR2A be- 

35 teiligt (Figur 4B) . Alle elektrostatischen Kontakte zwi- 

schen den TPR-Domanen und den Peptiden sind ausschlieSlich 
fur die Abschnitte des EEVD-Motivs zu verzeichnen, wahrend 
die Abschnitte der gebundenen Peptide, die N- terminal zum 
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EEVD-Motiv liegen, ausschliefilich hydrophobe und van-der- 
Waals -Wechselwirkungen eingehen (Figuren 4A und 4B) . 

Drei Arten von Wasserstof fbruckenbindungswechselwirkungen 
5 sind an der Ausbildung der Peptidbindung an die Domanen 

TPR1 \ond TPR2A beteiligt: (a) sequenzunabhangige Interakti- 
on mit dem Peptidriickgrat , (b) sequenzspezif ische Interak- 
tionen mit den Peptid-Seitenketten und (c) Kontakte mit dem 
C-terminalen Hauptketten-Carboxylat des letzten Peptidre- 

10 stes AspO (Figuren 4A und 4B) . ,Wie weiter unten beschrieben 
ist, bilden die zuletzt erwahnten Kontakte und die elektro- 
statischen Wechselwirkungen mit dem Hauptketten-Carboxylat 
von AspO eine sog. Doppel-Carboxylat-Klammer ("two- 
carboxylate clamp"), die hochkonserviert zwischen den bei- 

15 den Komplexen ist. 

Eine Vielzahl der direkten Wasserstof fbruckenbindungswech- 
selwirkungen von den TPR- Domanen zu den Hsp-Peptiden rich- 
tet sich auf das Peptidriickgrat , so dafi keine sequenzspezi- 

20 fischen Merkmale fur die Bindung genutzt werden. Im TPR1- 
Komplex (Figur 4A) ist die Seitenketten-Carbonylgruppe von 
Asn43 (von TPR1) an direkten Ruckgrat -Wechselwirkungen be- 
teiligt, die mit dem Ruckgrat -Amid von AspO des Hsp70- 
Peptids und der Amin-Seitenkette von Lys73 ausgebildet wer- 

25 den. Die Amin-Seitenkette von Lys73 bildet wiederum eine 
Wasserstof fbruckenbindung mit der Hauptketten- 
Carbonylgruppe des Peptidrestes Glu-2 aus. Arg77 der TPR1- 
Domane spielt eine Schlusselrolle in der Bindung des Ruck- 
grat s des Peptids. Ihre Guanidiniumgruppe geht drei direkte 

30 Wasserstof fbruckenbindungen mit den Peptid-Carbonylgruppen 
ein, und zwar eine an der -2 und zwei an der -3 Position. 
Eine zusatzliche Wasserstof fbruckenbindung an die Carbonyl- 
gruppe von Glu-3 wird durch ein fest gebundenes Wassermole- 
kiil, das durch Lys 50 in TPR1 positioniert wird, vermittelt 

35 (Figur 4A) . 

Im TPR2A-Konvplex tritt die Carbonyl-Seitenkette von Asn264 
in Kontakt mit dem Ruckgrat -Amid von AspO des Hsp90- 
Peptids, die Guanidiniumgruppe von Arg305 bildet eine Was- 
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serstof fbriicke mit der Hauptketten-Carbonylgruppe von Glu- 
2, die Hydroxylgruppe von Tyr236 eine Wasserstof fbriicke mit 
jener von Glu -3 und die Seitenkette von Glu271 tritt in 
Wechselwirkung mit der Amidgruppe von Glu-3 . Zusatzlich ist 
5 ein Kontakt zwischen der Hydroxylgruppe von Tyr236 mit der 
Hauptketten-Carbonylgruppe von Glu-3 zu beobachten. 

Die einzige Pept id- Seitenkette im TPRl-Komplex, die durch 
eine elektrostatische Wechselwirkung erkannt wird, ist die 

10 Seitenketten-Carboxylatgruppe von AspO, die mit Lys73 in- 
teragiert (Pigur 4A) . Ein zusatzlicher Seitenkettenkontakt 
wird durch ein geordnetes Wassermolekul vermittelt, das 
tetrahedral durch die Seitenketten-Carbonylgruppen von AspO 
und Asn43, die Guanidiniumgruppe von Arg77 und das Seiten- 

15 ketten-Hydroxyl von Ser42 koordiniert wird. Die elektrosta- 
tischen Wechselwirkungen von TPR2A mit dem Hsp90-Peptid 
sind jenen im TPRl-Komplex sehr ahnlich, mit Ausnahme eini- 
ger weniger Unterschiede . 

20 TPR2A geht zwei Wasserstof fbruckenbindungen mit der Seiten- 
kette von AspO via Lys301 einerseits und der Seitenketten- 
Amidgruppe von Gln298 andererseits ein. Genauso wie im 
TPRl-Komplex ist ein tetrahedral koordiniert es Wassermole- 
kul in Kontakt mit der AspO -Seitenkette, posit ioniert durch 

25 die Seitenketten-Carbonylgruppe von Asn264, die Guanidini- 
umgruppe von Arg355 und die Seitenketten-Amidgruppe von 
Asn233 (Figur 3C und Figur 4) . Im Unterschied zum TPRl- 
Komplex ist im TPR2A-Komplex die Seitenkette von Glu-3 an 
einem f est en Netzwerk aus Wasserstof fbruckenbindungen mit 

30 der TPR-Domane beteiligt. Sie ist m an direkten Kontakten zur 
Guanidiniumgruppe von Arg305 und der Seitenketten- 
Amidgruppe von Asn308 beteiligt, wobei sie zusatzlich in 
ein Netzwerk von indirekten Interaktionen, wobei geordnete 
Wassermolekule involviert sind (Figur 4B) , integriert ist. 

35 

In beiden TPR-Komplexen wird das Hauptketten-Carboxylat von 
AspO in seiner Position durch drei zusatzliche starke Was- 
serstof fbruckenbindungen mit den Seitenketten-Aminen von 
Lys8 (Lys229) , Asnl2 (Asn233) und Asn43 (Asn264) der TPR1- 
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bzw. TPR2A-Domane f ixiert . Uber die zuvor beschriebenen 
elektrostatischen Interaktionen zwischen den TPR-Domanen 
und dem EEVD-Motiv der gebundenen Peptide hinaus ist der 
Peptidrest Val-1 an hydrophoben und van- der- Waal s - Kont akt en 
5 beteiligt, die ebenfalls im wesentlichen bei den beiden 
Komplexen konserviert sind (Figuren 4 A und 4B) . 

Wie bereits beschrieben, bilden die funf Aminosaurereste 
von TPR1, die an elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem 

10 EEVD-Motiv beteiligt sind (Lys8, Asnl2, Asn43, Lys73 und 
Arg77) eine Doppel-Carboxylat-Klammer ("two carboxylate 
clamp") , die fest mit dem endstandigen Asp-Rest des gebun- 
denen Peptids interagiert. Diese Reste zeigen deutliche 
strukturelle Gemeinsamkeiten mit den Equivalent en Resten 

15 von TPR2A (L,ys229, Asn233 / Asn264, Lys301 und Arg305) , so- 
bald ihre Ca-Atome ubereinandergelagert werden (Figur 5) . 
Die mittleren S t andar dabwe i chungen (rmsd) fur die funf Po- 
sitionen der Doppel-Carboxylat-Klammer betragen 0,75 A 
(verglichen mit 1,75 A fur die gesamten Domanen) . Aufier 

20 Lys73 (Lys301) sind alle Seitenketten tatsachlich an der 
gleichen Position in den beiden Strukturen. Dieses 
"alignment" fuhrt auch zu einer Uberlagerung der beiden ge- 
bundenen Peptide. Dabei ist erkennbar, daS die Positionen 
AspO und Val-1 erstaunlich gut ubereinander angeordnet 

25 sind, wahrend die N-terminalen Abschnitte der beiden Pepti- 
de zunehmend vom C- zum N- Terminus divergieren, wobei je- 
weils von verschiedene Bereichen beim Eingehen von Wechsel- 
wirkungen mit der jeweiligen TPR-Domane Gebrauch gemacht 
wird. Es ist zu bemerken, dafi die Seitenkettenreste der Do- 

30 manen TPR1 und TPR2A, die die Doppel-Carboxylat-Klammer 

bilden, bei alien TPR-Domanen, von denen bekannt sind, daJS 
sie die C-terminalen Domanen von Hsp70/Hsc70 oder Hsp90 
binden (Figur 3) , hochkonserviert sind. Dies fuhrt zu der 
Vermutung, daS diese TPR-Domanen an das C-terminale Car- 

35 boxylat von Hsp70 oder Hsp90 durch ein sehr ahnliches Netz- 
werk von elektrostatischen Interaktionen binden (Figur 4) . 

Eine Protein-Datenbanksuche la&t erkennen, daS sieben zu- 
satzliche TPR-Proteine, die ein C-terminales Aspartat via 
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der Doppel-Carboxylat-Klammer zu binden in der Lage sein 
sollten, existieren, einschlieSlich mehrerer humaner Pro- 
line, die an Krankheitsereignissen beteiligt sind (Figur 
3) . Insbesondere zu erwahnen sind die Proteine TTC1, TTC2, 
5 TTC3, TTC4, IRSP, SGT und KIAA0719, so daS erf indungsgemaS 
die Funktionalitat dieser vorgenannten Proteine als TPR- 
Proteine mit Co- Chaperon- Funkt ion fur Hsp70 oder Hsp90 of- 
fenbart werden. Insbesondere werden daher erf indungsgemaS 
Verwendungen der vorgenannten und in Figur 3 aufgezahlten 
10 Proteine als Co-Chaperone von Hsp70 und/oder Hsp90 of fen- 
bart . 

Die Aminosaurereste, die stromauf warts vom EEVD-Motiv gele- 
gen sind, gewahrleisten durch hydrophobe Interaktion die 

15 Hsp70-Spezif izitat . Nach MaSgabe der erf indungsgemaSen Er- 
kenntnisse sind die elektrostatischen Interaktionen der Do- 
manen TPR1 und TPR2A mit dem EEVD-Motiv, wie oben beschrie- 
ben # nicht geeignet, zwischen den C-Termini von Hsp90 und 
Hsp70 eine Unterscheidung zu machen. Aus den Ergebnissen 

20 der Strukturaufklarung und den erf indungsgemafien Raumformen 
der TPR/Peptid-Koraplexe ist erkennbar, daE zusatzliche Kon- 
takte mit den Peptidresten, die N-temninal zum EEVD-Motiv 
liegen, bestehen (Figuren 4A und 4B) . Diese Wechselwirkun- 
gen sind entscheidend fur die Peptidbindung, die mit einer 

25 physiologisch relevanten, hohen Affinitat stattfinden muS 
(Figur 6A) . Wahrend das C-terminale Heptamerpeptid von 
Hsc70 an die TPRl-Domane mit der gleichen Affinitat wie die 
vollstandige C-terminale Domane von Hsp70/Hsc70 bindet, 
fuhrt die Abspaltung der Aminosaurereste, die N- terminal 

30 zum EEVD-Motiv liegen, zu einem deutlichen Abfall der Affi- 
nitat von 15-20 |IM zu ungefahr 3 00 juM. AuJSerdem bindet das 
Peptid IEEVD, das bezuglich seiner Lange dem Hsp90-Peptid 
gleichkommt, mit einer Affinitat von 140 \m signifikant 
schwacher als das Heptamer-Peptid (Figur 6A) . 

35 

Der verborgene Oberf lachenbereich fur das strukturierte Ok- 
tamerpeptid im TPRl-Komplex. betragt 1330 A 2 , aber nur 650 A 2 
fur die vier Reste des IEEVD-Motivs . Die mafigeblichen Wech- 
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selwirkungen, die fur die 20-fache Erhohung der Affinitat 
verantwortlich sind, beruhen demnach ausschlieSlich auf hy- 
drophoben oder van-der-Waals-Interaktion von TPR1 mit den 
Seitenketten von Ile-4 und Pro-6 des Hsp70-Peptids (Fig, 
5 4A) . Jeder hydrophobe Kontakt des Peptids mit TPR1 ist im 
wesentlichen beschrankt auf eine spezifische A-Helix. 
Pro- 6 ist in einer hydrophoben Tasche, die durch Glu83 
und Phe84 der Helix A3 gebildet wird, angeordnet. Ile-4 
bindet in eine Tasche, die durch die Aminosaurereste 
10 Ala4 6, Ala49 und Lys50 der Helix A2 (Fig. 4A) gebildet 
wird. Der hydrophobe Rest im EEVD-Motiv, namlich Val-1, 
tritt in hydrophobe Wechselwirkungen mit Asnl2 und LeulS 
in der Helix Al und mit Asn43 in der Helix A2 (Fig. 4A) . 

15 Das im TPR2A-Komplex gebundene Peptid ist deutlich kurzer 
als jenes, das im TPRl-Komplex gebunden ist. Der insge- 
samt verborgene Oberf lachenbereich im TPR2 A/MEEVD - Komp 1 ex 
betragt 93 OA 2 und 750A 2 fur die Reste EEVD. Nichtsdesto- 
trotz liegen die fur das Hsp90-Pentapeptid MEEVD gemesse- 

20 nen Af f initaten gegenuber TPR2A in der gleichen GrolSen- 
ordnung wie die Affinitat en des Hsp7 0- Peptids GPTIEEVD 
fur TPR1, wobei langere Peptide wiederum nicht mit einer 
hoheren Affinitat binden (Fig. 6B) . Die beiden zusatzli- 
chen Wasserstof f bruckenbindungen, die durch TPR2A zum 

25 Glu-3 des Peptids eingegangen werden, scheinen die gerin- 
gere hydrophobe Wechselwirkungsf lache auszugleichen. 
(Fig. 4B) . Auch ist als Folge der starkeren Wechselwir- 
kung zwischen TPR2A und dem EEVD-Motiv f estzustellen, dafi 
der verborgene Oberf lachenbereich in diesem Fall ungefahr 

30 100A 2 groiSer ist als vergleichsweise fur den verborgenen 
Oberf lachenbereich, wie er sich fur den Fall der Wechsel- 
wirkung von TPR1 in einem Komplex mit der Seguenz EEVD 
(ohne weitere N-terminale Aminosauren) berechnet. Met-4 
des Hsp90 -Peptids ist an starken hydrophoben Interaktio- 

35 nen mit einer Tasche, die im wesentlichen durch die Sei- 
tenketten von Tyr236 und Glu271 gebildet wird, beteiligt. 
Val-1 des EEVD-Abschnitts bindet an eine hydrophobe Ta- 
sche, die durch Asn233 # Asn264 und Ala267 gebildet wird. 
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Infolge mit den starkeren Interaktionen in dem Hsp90- 
EEVD-Abschnitt fuhrt eine Verkiirzung des Pentapeptids 
MEEVD zu EEVD zwar zu einem signif ikanten, aber gleich- 
5 wohl mafiigen Bindungsaf f initatsverlust (von 11/iM zu 90 

/xM) , wahrend die Domane TPR1 das EEVD-Peptid nur mit ei- 
ner Affinitat von 300 /zM bindet (Fig. 6A und Fig. 6B) . 

Die Abschnitte, die N- terminal zum EEVD - Mot i v liegen, un- 

10 terscheiden sich bei den C -Termini von Hsp70/Hsc7 0 und 

Hsp90-Proteinen in auffalliger Weise (Fig. 7A und B) , was 
vermuten la£t, daS diese Sequenzen nicht nur fur das Bin- 
dungsverhalten mit hoher Affinitat wichtig sind, sondem 
auch fur die TPR-Spezif itat verantwortlich sind. Die acht 

15 C-terminalen Aminosauren sind nahezu vollstandig in alien 
cytosolischen Variant en von eukaryontischen Hsp70 und 
Hsc70-Proteinen (Konsensus: GPTIEEVD) konserviert . Aufier- 
dem handelt es sich bei diesen Aminosaureresten auch urn 
jene, die in der Kristallstruktur des TPRl-Peptid- 

20 Komplexes strukturell gut definiert sind. Diese Sequenz 
ist mit groSer Wahrscheinlichkeit Losungsmittel- 
exponiert, da sie mit der Peptidbindungsdomane von 
Hsp70/Hsc70 uber einen flexiblen "Linker " -Bereich von un- 
gefahr neun Aminosauren, bestehend aus einer Folge von 

25 Ala, Ser und Gly-Resten (Fig. 7A) , verbunden ist. Der Se- 
quenzvergleich ("Alignment") der C-Termini von cytosoli- 
schen Varianten von eukaryontischen Hsp90 laSt vermuten, 
daS hier eine ahnliche Wechselwirkung von Hsp90 - Pro t einen 5 i: 
mit ihren jeweiligen TPR-Bindungspartnern vorliegt (Fig. 

30 7B) . In Ubereinstimmung mit den thermodynamischen Ergeb- 
nissen ergibt sich, dafi ein hohes Ma£ an sequenzieller 
Konservierung fur die let z ten funf Aminosauren 
(Konsensussequenz: MEEVD) in Hinblick auf die TPR-Bindung 
wichtig ist. 

35 

Ein struktureller Vergleich (Fig. 5) erklart auch, auf 
welche Weise die spezifische Bindung von Hsp70 und Hsp90 
an die T PR - Domane von Hop-Protein erzielt wird. Wahrend 
die letzten beiden Aminosaurereste der Hsp70 und Hsp90- 



WO 01/73019 , PCT/EP01/03617 

Peptide an vergleichbaren bzw. aquivalenten Stellen in 
ihren jeweiligen TPR-Domanen gebunden sind, ist fur die 
weiter N- terminal gelegenen Abschnitte der Peptide eine 
Bindung an stark verschiedene TPR-Bereiche zu beobachten. 
Wahrend der ganzlich konservierte VD-Teil der beiden Pep- 
tide in jeder der beiden TPR-Domanen durch elektrostati- 
sche Wechselwirkungen uber die konservierte Doppel- 
Carboxylat-Klammer ( " two-carboxylate clamp") angeordnet 
ist, verwenden die divergenten N-terminalen Bereiche der 
Peptide unterschiedliche hydrophobe Hohlen bzw. Ausspa- 
rungen in den TPR-Domanen fur die Selektivitat der Bin- 
dung. Nur schwache, nicht spezifische Bindung an TPR1 
wurde fur die C-terminale Domane von Hsp90 (C90) und fur 
von C90 abstammende Peptide beobachtet, wobei die Affini- 
taten in der gleichen Grofienordnung liegen, wie sie fur 
ein Peptid mit der vollstandig konservierten EEVD-Sequenz 
allein beobachtet wurden (Fig. 6A) . Zu ahnlichen Ergeb- 
nissen fuhrt die Wechselwirkung der Domane TPR2A mit C70 
oder von C70 stammenden Peptiden aus der C-terminalen 
Bindung sdomane von Hsp70 (Fig. 6B) . In diesem Fall binden 
kurze C70-Peptide an die Domane TPR2A mit einer Affini- 
tat, die auch fur das Tetrapeptid EEVD beobachtet wurde, 
wahrend die C70 -Domane mit einer signifikant reduzierten 
Affinitat (250 /xM) bindet . Dies ist darauf zuruckzufuh- 
ren, daS sterische Probleme zwischen der C70 -Domane und 
TPR2A bestehen. 
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Tabelle 1 Statistische Angaben zur Datensammlung und der Verfeinerung fur den TPRl-Komplex 


Datensammlung 






R6ntgenquelle 




NSLS, X12B b 

X = 0.949 A, T = 100 K 


Raumgruppe 
Zellparameter 

Zahl der Molekule/asymmetr.Einheit 




a = 75.47 A, c = 42.89 A 
2 


Zahl der Reflexe/Individualreflexe 
AuflSsung . .." (A) 
Vollstandigjceit des Datensatzes 
<l> / «j|> 

R 5 ym (%) 




146181 / 30804 
20.0-1.60 (1.66-1.60) 
95.8 (75.2) 
32.5 (3.3) 

4.1 (30.5) 


Model Refinement 






Auflosung (A) 

Zahl der verwendeten Reflexe 
Zahl der Reflexe . in R free Satz 

RworK(%) C 
Rfree (%)* 




20.O- 1.60 
30804 
3100 
18.2 f 

21 fi f 

C 1 . VJ 


Zahl der Protein-/Ligandenatoine 
Zahl der Heteroatome 
Zahl der Losiingsmittelmolekale 
R.m.s.d. Bindungslange (A) 
R.m.s.d. Bindungswinkel (°) 

'Values as defined in SCALEPACK fOlwinowski a 


i ' ■ 

I ) 
• ■ . i 

nd Minor 1QQ7\ 


1840/120 

36 

245 

0.008 

1.3 



"National Synchrotron Light Source in Brookhaven. beamline X12B 
^Drop in higher resolution shell due to rectangular detector shape 
•Nos?g S ma S cutoff* * SHELXL < Sne,dri <* 1997 > *« Peptide free / CNS (BrOnger et at. 1998) for complex 
'No NCS restrains 



WO 01/73019 



PCT/EP01/03617 



51 i 



Tabelle 2 Statistische Angaben zur Datensammlung und der Verfeinerung fur den TPR2A-Komplex 
Datensammlung 



Raumgruppe 
Einheitszelle 



R6ntgenquelle 
Auflosung (A) 

Wellenlange- (A) 

I / S| 

. Vollstandigkeit des 
Datensatzes (%) 

Rmerge ( % ) 



C2 



a = 73.28 A, b = 48.27 A, c = 38.06 A, b = 91.30° 



Native 

ESRF. ID14-3 C 
15-1.9 (1.95-1.90) 

I = 0.9402 

22.8 (9.0) 
97.1 (91.7) 

3.8 (6.8) 



! = 1.4828 

22.3 (10.2) 
93.0 (94.9) 

2.8 (8.3) 



Ni2 c 



Se1 l 



DESY, BW6° 
17-2.1 (2.14-2.10) 



F = 1.4840 

22.8 (10.1) 
98.8 (98.6) 

3.3 (10.5) 



I = 0.9793 

23.8 (11.1) 
96.8 (96.8) 

3.3 (8.8) 



Se2 VJ 



I = 0.9798 

25.6 (10.6) 
88J) (90.1) 

3.1 (9.0) 



MAD Phasing 1 



Anomalous scatterer 
Auflosung (A) 
Figure of merit 

Rcu!fis_j ano 

Phasing power centric 

Phasing power acentric 



0.64 
0.48 
0.65 



1 Ni, 2 Se 
17.0-2.1 
0.74 



0.87 



0.65 
1.51 
2.46 



0.85 
1.30 
2.27 



Model Refinement^ 



' Auflosung (A) 




10-1.9 




Zahl der Protein-ZLigandenatome 


1042 / 44 


Zahl der Reflexe fur 


R work 


9217 




Zahl der Heteroatome (Ni) 


1 


Zahl der Reflexe fur * 


R free 


1003 




Zahl der Losungsimttelmolekuie 


152 


Rwork(%) h 




18.1 




R.m.s.d. Bindungslange (A) 


0.008 


Rfree (%) h 




21.9 




R.m.s.d. Bindungswinkel (°) 


1.2 



- — — • — ■ ' ■ ' V"— " ■ ■ ...» »w. t • w w • / | 

European Synchrotron Radiation Facility in Grenoble, beamline ID14-3. d Deutsches Elektronen Synchrotron in 
Hamburg, beamline BW6, e Bijvoet pairs separated except for the native data set, Unweighted values as defined 
in MLPHARE (CCP4, 1994), ^Values as defined in CNS (BrQnger et al., 1998), h No sigma cutoff 
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Patentanspriiche 



Raumform eines Polypeptids, dadurch gekennzeichnet, 
date das Polypeptid in der Raumform mindestens eine 
Aminosauresequenz eines TPR-Strukturmotivs eines 
Hop- Proteins oder ein Derivat einer solchen Ami- 
nosauresequenz enthalt. 

Raumform eines Polypeptids nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Polypeptid in der Raumform 
mindestens eine der in Figur 3A wiedergegebenen Ami- 
nosauresequenzen (1), (2), (3) , (4), (5), (6), (7), 
(8) und/oder (9) enthalt. 

Raumform eines Polypeptids nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dafi das Polypeptid in der 
Raumform mindestens eine der Aminosauresequenzen der 
Domane TPR1, TPR2A oder TPR2B eines Hop-Proteins, 
eines Abschnitts/e derselben oder Derivat s/e dersel- 
ben enthalt. 

Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Polypeptid in der Raumform mindestens eine der 
Aminosauresequenzen (1), (2) oder (3), wie in Figur 
3B wiedergegeben, enthalt. 

Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die in dem Polypeptid enthaltene mindestens eine 
Aminosauresequenz eines TPR-Strukturmotivs oder ei- 
ner TPR-Domane einer Aminosauresequenz (en) eines 
Hop-Proteins eukaryotischen Ursprungs entspricht. 
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6 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die in dem Polypeptid enthaltene Aminosauresequenz 
eines TPR-Strukturmotivs oder einer TPR-Domane einer 
Aminosauresequenz (en) eines Hop-Proteins humanen Ur- 
sprungs entspricht . 

7 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Polypeptid die Aminosauresequenz eines eukaryo- 
tischen Hop-Proteins aufweist. 

8 - Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 

ten Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Raumform das Polypeptid und mindestens eine wei- 
tere Verbindung aufweist. 

9 - Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 

ten Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Raumform das Polypeptid und mindestens eine Ver- 
bindung aufweist, die als Ligand an das Polypeptid 
bindet . 

10. Raumform eine Polypeptids nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Verbindung oder der 
Ligand ein nicht physiologisch auftretendes Molekul 
ist • 

11. Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Raumform ein Polypeptid und mindestens einen 
physiologischen Liganden oder mindestens einen Ab- 
schnitt eines physiologischen Liganden fur das Poly- 
peptid aufweist. 

12 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 1 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Raumform ein Polypeptid und mindestens einen Li- 
ganden oder einen Abschnitt eines Liganden fur das 
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Polypeptid aufweist, wobei der Ligand an die Ami- 
nosauresequenz eines TPR-Strukturmotivs # insbesonde- 
re an die Amino sauresequenz einer TPR-Domane, bin- 
det . 

13 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet , daS 
der Ligand ein Polypeptid, Oligopeptid, Dipeptid 
oder ein synthetisch modif iziertes Derivat eines Po- 
ly-, Oligo- oder Dipeptids ist. 

14 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspriiche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der Ligand eine Aminosauresequenz oder einen Ab- 
schnitt einer Aminosauresequenz eines Proteins aus 
der Klasse der Chaperon- Prot eine oder ein Derivat 
eines/r solchen Aminosauresequenz oder eines solchen 
Abschnitts enthalt. 

15 . Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspriiche 8 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Ligand einen Abschnitt der C-terminalen Ami- 
nosauresequenz eines Chaperon- Proteins aufweist. 

16. Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 8 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Ligand eine Aminosauresequenz oder einen Ab- 
schnitt einer Aminosauresequenz des Chaperon- 
Proteins Hsp70 und/oder Hsp90 aufweist. 

17. Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 8 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Ligand ein Inhibitor der physiologischen Funkti- 
on, insbesondere der Adapt erfunkt ion, eines Hop- 
Proteins ist . 

18. Raumform eines Polypeptids nach einem der vorgenann- 
ten Anspruche 8 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Ligand ein Inhibitor der Interaktionen zwischen 
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den Proteinen Hop und Hsp70 und/oder den Proteinen 
Hop und Hsp90 ist. 

19. Raumform eines Polypept ids nach einem der vorgenann- 
5 ten Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daS 

die Raumform des Polypeptids und ggf . mindestens ei- 
ner weiteren Verbindung eine Kristallf orm ist. 

Raumform eines Polypeptids als Kristallform nach An- 
spruch 19, dadurch gekennzeichnet , daS die Kristall- 
form Metall-Ionen, insbesondere Schwermet all - Ionen, 
enthalt . 

Raumform eines Polypeptids als Kristallform nach An- 
spruch 19 oder 20 , dadurch gekennzeichnet, da£ die 
Kristallform des Polypeptids mindestens ein TPR- 
Strukturmotiv eines Hop-Proteins (Struktur der Se- 
quenzen (1), (2), (4), (5) , (7), und/oder (8) gemafi 
Figur 3A) mit Strukturkoordinaten der entsprechenden 
Sequenzen, wie in Figur 3C und 3D bzw. Fig. 3E (fur 
die Sequenzen (2), (5) und (8)) wiedergegeben, ent- 
halt. 

Raumform eines Polypeptids als Kristallform nach ei- 
nem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Kristallform des Polypeptids mindestens eine 
TPR-Domane eines Hop- Proteins (Struktur der Sequen- 
zen (1) und (2) gemaS Figur 3B) mit den entsprechen- 
den Strukturkoordinaten, wie in Figur 3C und Figur 
3D fur TPR1 und Figur 3E fur TPR2A wiedergegeben, 
enthalt . 

23. Kristall, enthaltend pro asymmetrischer Einheit in 

der Einheitszelle des Kristalls mindestens ein Poly- 
peptid und ggf. mindestens eine weitere Verbindung, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Polypeptide im Kri- 
stall eine Raumform nach einem der Anspruche 19 bis 
2 2 einnehmen. 
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24. Kristall nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dalS die Raumgruppe des die Kristallf orm aufweisenden 
Kristalls monoklin, tetragonal, orthorhombisch, ku- 

5 bisch, triklin, hexagonal Oder trigonal /rhombo- 

hedral ist. 

25. Kristall nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Raumgruppe des eine Kristallf orm 

10 nach einem der Anspruche 19 bis 22 aufweisenden Kri- 

stalls P2 X , C2 oder P4 X ist. 

26. Kristall nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Einheitszelle des die Kri- 

15 stallform enthaltenden Kristalls Zellkonstanten von 

ungefahr a » 31,2 A, b = 43,8 A, c = 38,3 A und 0 = 
101,8° oder a = 75,5 A und c = 42 , 9 A aufweist. 

27. Verfahren zur Herstellung eines Kristalls mit Ein- 
20 heitszellen, enthaltend in der asymmetrischen Ein- 

heit mindestens eine Raumform eines Polypeptids und 
ggf . mindestens einer weiteren Verbindung, nach ei- 
nem der Anspruche 24 bis 27, dadurch gekennzeichnet, 
dafi 

25 (a) das Polypeptid in einem Expressionssystem uberex- 

primiert wird, 

(b) das uberexprimierte Polypeptid gereinigt und auf- 
konzentriert wird, 

(c) das gemaS (b) erhaltene Polypeptidkonzentrat in 
30 einem geeigneten Puf f ersystem, ggf. unter Hinzu- 

fugen mindestens einer weiteren Verbindung, ge- 
lost wird und 

(d) die Kristallisierung, bspw. durch Dampf dif f usi- 
onsverfahren, eingeleitet wird. 

35 

28. Verbindung mit der Eigenschaft, als Ligand an Struk- 
turbereiche eines Hop-Proteins oder strukturell mit 
einem Hop-Protein verwandter Proteine, insbesondere 
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PP5, FKBP51, FKBP52 , Cyp40, TOM34, TOM70, CNSl-sc, 
TTC1, TTC2, TTC3, TTC4 , IRSP, SGT oder KIAA0719', zu 
binden, dadurch gekennzeichnet , daS die Verbindung 
nicht-kovalente Wechselwirkung mit der Hauptkette 
und/oder den Seitenketten von Aminosauren, die Be- 
standteil einer TPR-Domane eines Hop-Proteins oder 
eines strukturell mit einem Hop- Protein verwandten 
Proteins sind, eingeht. 

29. Verbindung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Verbindung als Inhibitor der physiologischen 
Adapt erfunkt ion eines Hop- Proteins fur Chaperon - 
Proteine, insbesondere Hsp70 und/oder Hsp90 , wirkt. 

30. Verbindung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Verbindung an eine gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 22 erhaltene Raumform so bindet, da£ 
die physiologische Bindung von Chaperon- Proteinen, 
insbesondere Hsp70 oder Hsp90, an die TPR-Domane (n) 
eines Hop-Proteins blockiert wird. 

31. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 30, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Verbindung mit minde- 
stens einer der Aminosauren Lys8, Asnl2 , Asn43, 
Lys73 und Arg77 eines Hop-Proteins oder der an den 
gemafi Figur 3 entsprechenden Positionen befindlichen 
Aminosauren aus TPR-Domanen von mit Hop-Protein ver- 
wandten Proteinen in Wechselwirkung tritt. 

32. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 31, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Verbindung eine gegen- 
uber einer TPR-Domane eines Hop- Proteins mit den 
Strukturkoordinaten, wie in den Figuren 3C, 3D und 
3E fur TPR1 und TPR2A wiedergegeben, komplementare 
strukturelle Ausgestaltung auf weist . 

33. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 32, da- 
durch gekennzeichnet, da6 die Verbindung ein modifi- 
ziertes oder unmodif iziertes Di- oder Oligopeptid 
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odear ein Peptidomimetikum eines solchen Di- oder 
Oligopeptids ist. 

34. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 33 , da- 
5 durch gekennzeichnet, daS die Verbindung ein Oli- 

gopeptid ist, das die naturliche C-terminale Ami- 
nosauresequenz eines Chaperon -Proteins, insbesondere 
von Hsp70 oder Hsp90, enthalt. 

10 35. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 34 , da- 
durch gekennzeichnet, daS die Verbindung ein Oli- 
gopeptid ist, das die Aminosauresequenz EEVD ent- 
halt . 

15 36. Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 35, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Verbindung ein Oli- 
gopeptid ist, das die Aminosauresequenz GPXIEEVD 
Oder SXMEEVD enthalt, wobei X fur eine beliebige, 
naturlich auftretende Aminosaure steht . 

20 

37. Verbindung nach einem der Anspruche 34 bis 36, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Verbindung die in den 
Anspruchen 34 bis 3 6 genannten Aminosauresequenzen 
am C -Terminus aufweist. 

25 

38. Polypeptid rnit einer Raumform nach einem der Anspru- 
che 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daS das Poly- 
peptid an ein Chaperon- Protein, insbesondere Hsp70 
oder Hsp90, bindet, wobei das Polypetid in bezug auf 

30 seine Adapt erfunkt ion inf unktionell ist. 

39. Verwendung einer Verbindung oder eines Polypeptids 
nach einem der Anspruche 2 8 bis 3 8 zur Herstellung 
eines Arzneimittels . 



35 



40. Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 3 9 zur 

Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Tumorerkrankungen, zur Immunsuppression, insbesonde- 
re von Autoimmunerkrankungen oder anderen Entzun- 
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dungserkrankungen, GvHD oder zur Behandlung von Vi- 
rusinfektionen . 

41. Verfahren zur Identif izierung einer Verbindung mit 
der Eigenschaft, als Inhibitor der Wechselwirkung 
zwischen einem Hop-Protein und einem Chaperon- 
Protein, insbesondere Hsp70 oder Hsp90, zu wirken, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

(a) eine Raumform nach einem der Anspriiche 1 bis 22 
durch Strukturaufklarung erhalten wird, 

(b) die Struktur der Raumform mit Hilfe der Strukturko- 
ordinaten dreidimensional dargestellt wird, 

(c) sterische Eigenschaf ten und/oder funktionelle Grup- 
pen einer Verbindung so gewahlt werden, daS Wechsel- 
wirkungen zwischen der Verbindung und der Haupt- 
und/oder den Seitenketten des Polypeptids in dem 
Bindungsbereich ausgebildet oder ggf . optimiert wer- 
den. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, 
dafi in einem Verf ahrensschritt (d) die dreidimensio- 
nale Struktur der gemafi (c) erhaltenen Verbindung 
ermittelt und in die Polypeptidstruktur modelliert 
wird. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS in einem Verf ahrensschritt (e) die 
Starke der Wechselwirkung zwischen der Verbindung 
und dem auf gef alteten Polypeptid gemafi einer Raum- 
form nach einem der Anspriiche 1 bis 22 bestimrnt 
wird. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 43, da- 
durch gekennzeichnet, dafi gemafi Verf ahrensschritt 
(b) alle oder ein Teil der Strukturkoordinaten aus 
Figur 3D dreidimensional dargestellt werden. 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 44, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Verf ahrensschritte 
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(c) , (d) und (e) zyklisch so lange wiederholt wer- 
den, bis die gemaS (e) erhaltene Starke der Wechsel- 
wirkung zwischen der Verbindung und der Polypep- 
tidstruktur in einer Raumform mit einer Struktur ge- 
mafi einem der Anspruche 1 bis 22 optimiert wird. 

46. Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 45, da- 
durch gekennzeichnet, daS in einem Verf ahrensschritt 
(f) die Eigenschaften, insbesondere die inhibitori- 
schen Eigenschaf ten, der modellierten Verbindung in 
einem biologischen Testsystem ermittelt werden. 

47. Verfahren zur Identif izierung einer Verbindung, mit 
der Eigenschaft, als Inhibitor der Wechselwirkung 
zwischen einem Hop- Protein und mindestens einem Cha- 
peron-Protein, insbesondere Hsp70 oder Hsp90, zu 
wirken, dadurch gekennzeichnet, daS 

(a) ein biologische Testsystem fur derartige poten- 

tielle Inhibitor-Verbindungen etabliert wird, 
als Inhibitoren wirkende Verbindungen durch ein 
biologisches Testsystem gemaS (a) ermittelt wer 
den, 

(c) die Konformation der Verbindung bestimmt wird, 

(d) die Struktur eines Polypeptids aus einer Raum- 
form, wie nach einem der Anspruche 1 bis 22 ge- 
geben, durch deren Strukturkoordinaten 3- 
dimensional graphisch dargestellt wird und 

(e) die gemaS (b) und (c) erhaltene Struktur der 
Verbindung in die gemaS (d) erhaltene Struktur 
des Polypeptids eingefugt wird. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, 
dafi in einem Verf ahrensschritt (f ) Art und/oder 
Starke der Wechselwirkung zwischen der Verbindung 
und der Raumform eines Polypeptids bestimmt 

wird/ wer den . 

49. Verbindung als Inhibitor der Wechselwirkung zwischen 
einem Hop-Protein und einem Chaperon- Protein, insbe- 
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sondere Hsp70 und/oder Hsp90, dadurch gekennzeich- * 
net, daS sie aus einem Verfahren nach einem der An- 
spriiche 41 bis 48 erhalten wird. 

50. Verfahren zur Darstellung einer 3 -dimensional en 
Struktur eines Polypeptids unbekannter Struktur, 
enthaltend mindestens eine Aminosauresequenz eines 
TPR-Strukturmotivs eines Hop-Proteins oder minde- 
stens ein Deri vat einer solchen Aminosauresequenz, 
oder eines Komplexes unbekannter Struktur, enthal- 
tend ein derartiges Polypeptid, dadurch gekennzeich- 
net, daS die unbekannte Struktur des Polypeptids 
oder des Komplexes auf der Basis einer bekannten 
Raumform nach einem der Anspruche 1 bis 22 ermittelt 
wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeich.net, 
daS zur Aufklarung der unbekannten Struktur Struk- 
turkoordinaten einer Raumform nach einem der Anspru- 
che 1 bis 22, insbesondere Strukturkoordinaten wie 
in Figur 3C oder 3D dargestellt, eingesetzt werden. 

52. Verfahren nach Anspruch 50 oder 51, dadurch gekenn- 
ze i chne t , da£ 

(a) die Primarsequenz eines Polypeptids unbekannter 3D- 
Struktur mit der Primarsequenz eines Polypeptids 
bekannter Struktur verglichen wird, 

(b) fur gemaS (a) erhaltene homologe Abschnitte die 3D- 
Struktur des Polypeptids unbekannter Struktur in 
Anlehnung an die Struktur aus einer Raumform nach 
einem der Anspruche 1 bis 22 modelliert wird, und 

(c) mit Hilfe entsprechender Computer -Programme energe- 
tische Optimierungen der gemafi (b) modellierten 
Struktur oder Strukturbereiche durchgefuhrt werden. 

53. Verfahren zur Identif izierung einer Verbindung, die 
die Wechselwirkung zwischen einem Polypeptid, ent- 
haltend mindestens eine Aminosauresequenz eines TPR- 
Strukturmotivs eines Hop-Proteins oder ein Derivat 
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einer solchen Aminosauresequenz, insbesondere einem 
Hop-Protein, unbekannter 3D-Struktur und einem Cha- 
peron-Protein, insbesondere Hsp70 und/oder Hsp90, 
inhibiert, dadurch gekennzeichnet, daE 

(a) die unbekannte 3D-Struktur des Polypeptide nach 
einem Verfahren nach einem der Anspruche 50 bis 52 
ermittelt wird und 

(b) mit Hilfe eines Verfahrens nach einem der Anspru- 
che 41 bis 48 eine Verbindung, mit der Eigenschaft 
als Inhibitor der Wechselwirkung eines Chaperon- 
Proteins mit einem Polypeptid unbekannter 3D- 
Struktur zu wirken f ermittelt wird. 

54. Arzneimittel, enthaltend einen Inhibitor, erhaltlich 
aus einem Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 
48 oder Anspruch 53. 

55. Verwendung eines Inhibitors, erhaltlich aus einem 
Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 48 oder 
Anspruch 53 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen, zur Immunsuppres- 
sion, insbesondere zur Behandlung von Autoimmuner- 
krankungen oder zur Behandlung von anderen Entziin- 
dungserkrankungen, GvHD oder zur Behandlung von Vi- 
rus inf ekt i onen . 

56. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet , daS die DNA- 
Sequenz fur eine Aminosauresequenz codiert, die die 
(Teil) -Sequenz eines der Proteine TTC1, TTC2, TTC3, 
TTC4, IRSP, SGT oder KIAA0719, wie in Figur 3 be- 
schrieben, enthalt, wobei die vorgenannte (Teil) - 
Sequenz an Hsp70 und/oder Hsp90 bindet . 

57. Aminosauresequenz, dadurch gekennzeichnet, dafi sie 
von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 56 codiert wird. 

58. Aminosauresequenz nach Anspruch 57, dadurch gekenn- 
zeichnet, daE es sich um eine der in Figur 3 wieder- 
gegebenen (Teil) -Aminosauresequenzen der Proteine 
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TTC1, TTC2, TTC3, TTC4, IRSP/ SGT oder KIAA0719 han- 
delt . 

59. Verwendung einer Aminosauresequenz , eines Abschnitts 
einer Aminosauresequenz oder eines Derivats einer 
Aminosauresequenz oder eines Abschnitts derselben 
nach Anspruch 58 zur Inhibition der physiologischen 
Funktion von Hsp7 0 und/oder Hsp90.- 

60. Arzneimittel, enthaltend eine Aminosauresequenz, ei- 
nen Abschnitt einer Aminosauresequenz oder ein Deri- 
vat einer Aminosauresequenz oder eines Abschnitts 
derselben nach Anspruch 58. 
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HELIX 1A HELIX 1B 



(1) 4 VNELKEKGNKALSVGNIDDALQCYSEAIKLDPHN 

(2) 225 ALKEKELGNDAYKKKDFDTALKHYDKAKELDPTN- 

(3) 360 ALEEKNKGNECFQKGDYPQAMKHYTEAIKRNPKD 



HELIX 2A HELIX 2B 



, (4) HVLYSNRSAAYAKKGDYQKAYEDGCKTVDLKPDW 

(5) — MTYITNQAAVYFEKGDYNKCRELCEKAIEVGRENREDYRQI 

(6) — AKLYSNRAACYTKLLEFQLALKDCEECIQLEPTF 



HELIX 3A HELIX 3B 



(7) 72 GKGYSRKAAALEFLNRFEEAKRTYEEGLKHEA 

(8) 300 AKAYARIGNSYFKEEKYKDAJHFYNKSLAEHR 

(9) 428 IKGYTRKAAALEAMKDYTKAMDVYQKALDLDS 
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Figur 3C 



TITEL 

VERBINDUNG: MOLJED: 1; 
VERBINDUNG 2MOLEKfJLE 
STICHWORTER 

EXPERIMENTELLE DATEN ROENTGENBEUGUNG 
AUTOREN 

DATUM DER VERSION 
ZEITSCHRIFT AUTOR 
ZEITSCHRIFT TITEL 

ZEITSCHRIFT LITERATURSTELLE UNVEROEFFENTLICHT 
ZEITSCHRIFT 
BEMERKUNG 1 
BEMERKUNG 2 

BEMERKUNG 2 AUFLOESUNG 0.88A 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 VERFEINERUNG 
BEMERKUNG 3 PROGRAMM SHELXL-97 
BEMERKUNG 3 AUTOREN G.M. SHELDRICK 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 BEI DER VERFEINERUNG VERWENDENTE DATEN 
BEMERKUNG 3 OBERE AUFLOESUNGSGRENZE 0.8 8A 
BEMERKUNG 3 UNTERE AUFLOESUNGSGRENZE 8 A 
BEMERKUNG 3 AUSSCHLUSSKRITERIUM ( SIGMA ( F) ) 0 

BEMERKUNG 3 VOLLSTAENDIGKEIT IM ANGEGEBENEN BEREICH 95,5% 
BEMERKUNG 3 KREUZ— VALIDIERUNGSMETHODE : FREIER R WERT 

BEMERKUNG 3 WAHL DES TESTDATENSATZES FUER FREIEN R WERT ZUFAELLIG 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 UEBEREINSTIMMUNG MIT DEN IN DER VERFEINERUNG EINGESTEZ TEN DATEN 
(OHNE AUSSCHLUS) . 

BEMERKUNG 3 R WERT (ARBEITS UND FREIER DATENSATZ, OHNE AUSSCHLUSS: 0,1058 
BEMERKUNG 3 R WERT (ARBEITS DATENSATZ, OHNE AUSSCHLUSS 0,1048 
BEMERKUNG 3 FREIER R WERT (OHNE AUSSCHLUSS) 0,1249 

BEMERKUNG 3 GROESSE DES TESTDATENSATZES FUER DEN FREIEN R WERT (OHNE AUSSCHLUSS 
BEMERKUNG 3 ANZAHL DER REFLEXE IM TESTDATENSATZ (OHNE AUSSCHLUSS) 7554 
BEMERKUNG 3 GESAMTZAHL DER REFLEXE (OHNE AUSSCHLUSS) 75220 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 UEBEREINSTIMMUNG DES MODELLS MIT DATEN F>4SIG(F) 
BEMERKUNG 3 R WERT (ARBEITS UND FREIER DATENSATZ, F>4SIG(F)) 0.1034 
BEMERKUNG 3 R WERT (ARBEITS DATENSATZ , F>4SIG(F)) 0,1024 
BEMERKUNG 3 FREIER R WERT, F>4SIG(F)) 0,1218 

BEMERKUNG 3 GROESSE DES TESTDATENSATZES FUER DEN FREIEN R WERT (F>4SIG(F)) 10% 
BEMERKUNG 3 ANZAHL DEWR REFLEXE IM TESTDATENSATZ (F>4SIG(F)) 7042 
BEMERKUNG 3 GESAMTZAHL DER REFLEXE (F>4SIG(F) ) 70566 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 ANZAHL DER NICHT WASSERSTOFFATOME IN DER VERFEINERUNG 

BEMERKUNG 3 PROTEIN ATOME 996 * 

BEMERKUNG 3 NUKLEINSAEUREATOME 0 

BEMERKUNG 3 HOTEROATOME 0 

BEMERKUNG 3 SOLVENSATOME 267 

BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 VERFEINERUNG DES MODELLS 

BEMERKUNG 3 BESETZUNGSSUMME DER NICHT WAS SERSTOFF ATOME 1215,0 
BEMERKUNG 3 BESETZUNGSSUMME DER WASSERSTOFF ATOME 865,0 
BEMERKUNG 3 ANZAHL DER UNGEORDNETEN RESTE 13 
BEMERKUNG 3 ANZAHL DER LEAST SQUARE PARAMETER 11388 
BEMERKUNG 3 ANZAHL DER RESTRAINTS 13550 
BEMERKUNG 3 

BEMERKUNG 3 RMS ABWEI CHUNG VON DEN RESTRAINT ZIELWERTEN 
BEMERKUNG 3 BINDUNGSLAENGEN 0, 016A 
BEMERKUNG 3 WINKEL ENTFERNUNGEN .0, 03 OA 

BEMERKUNG 3 AEHNLICHE ENTFERNUNGEN (OHNE ZIELWERT) 0, OA 



WOOl/,73019 , PCT7EP0 1/036 17 

7/137 

/ 

Fortsetzung Fig 3C 



BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 



ENTFERNUNGEN VON DEN RESTRAINT EBENEN 0, 0204A 

NULL CHI RALE VOLUMEN 0, 103A**3 

NICHT NULL CHIRALE VOLUMEN 0,089A**3 

ANT I— BUMPING ENT FERNUNG RESTRAINTS 0,128a 

FESTE BINDUNGEN ADP KOMPONENTEN 0,006A**2 

AEHNLICHE ADP KOMPONENTEN 0, 03lA**2 

ANNAEHERND ISOTROPE ADPS 0,085A**2 



MASSENSOLVES MODELLI ERUNG 

EINGESETZTE METHODE: MOEWS & KRET S INGER, J. MOL. 
(1973)201-228 

BEMERKUNG 3 STEREOCHEMISCHE ZIELWETE: ENGH UND HUBER 
AUSNAHMEN : 



BIOL. 91 



BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 
BEMERKUNG 



AUSSCHLUSS) 



WEITERE BEMERKUNGEN ZUR VERFEINERUNG : 

ANISOTROPE VERFEINERUNG VERMINDERTE DEN FREIEN R WERT (OHNE 
UM ? 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 EXPERIMENTELLE EINZELHEITEN 
BEMERKUNG 200 ART DES EXPERIMENTS: ROENTGENBEUGUNG 
BEMERKUNG 200 DATUM DER DATENSAMMLUNG 
BEMERKUNG 200 TEMPERATUR (KELVIN) 
BEMERKUNG 200 PH 

BEMERKUNG 200 ANZAHL DER VERWENDETEN KRISTALLE 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 SYNCHROTRON (Y/N) 
BEMERKUNG 200 STRAHLENQUELLE 
BEMERKUNG 200 BEAMLINE 

BEMERKUNG 200 MODELL DES ROENTGENGENERATORS 
BEMERKUNG 2 00 MONOCHROMATI SCH ODER LAUE (M/L) : M 
BEMERKUNG 200 WELLENLAENGE ODER BEREICH 
BEMERKUNG 200 MONOCHROMATOR 
BEMERKUNG 2 00 OPTIK 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 ART DES DETEKTORS 
BEMERKUNG 200 HERSTELLER DES DETEKTORS 

BEMERKUNG 200 PROGRAMM ZUR INTEGRI ERUNG DER INTENSITAETEN 
BEMERKUNG 200 PROGRAMM ZUR SKALIERUNG DER DATEN 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 ANZAHL DER EINZ I GARTI GEN REFLEXE 

BEMERKUNG 200 OBERE AUFLOESUNGSGRENZE 

BEMERKUNG 200 UN T ERE AUFLOESUNGSGRENZE 

BEMERKUNG 200 AUSSCHLUSSKRITEIUM (SIGMA/l) : KEINES 

BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 UEBERALLES 

BEMERKUNG 200 VOLLSTAENDI GKEIT DES BEREICHS 
BEMERKUNG 200 REDUNDANZ DER DATEN 
R MERGE 
R SYM: NULL 

BEMERKUNG 200 <I/SIGMA(I)> FUER DEN DATEN S AT Z 
BEMERKUNG 200 IN DER HOECHSTEN AU FLOESUNGS S CHALE 
BEMERKUNG 200 HOECHSTE AUFLOESUNGSSCHALE, BEREICH HOCH (A) 
BEMERKUNG 200 HOECHSTE AUFLOESUNGSSCHALE, BEREICH NIEDRIG (A) 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 200 VOLLSTAENDI GKEIT IN DER SCHALE 
BEMERKUNG 200 DATEN REDUNDANZ IN DER SCHALE 
BEMERKUNG 200 R MERGE IN DER SCHALE 
BEMERKUNG 200 R SYM IN DER SCAHLE : NULL 
BEMERKUNG 200 <I/SIGMA(I)> FUER DIE SCHALE 
BEMERKUNG 200 

BEMERKUNG 2 00 METHODE DER STRUKTURLOESUNG : AB INITIO 
BEMERKUNG 2 00 VERWENDETES PROGRAMM: SHELX 



BEMERKUNG 200 
BEMERKUNG 200 
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Fortsetzung Fig. 3C 
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AUSGANGSMODELL: KEINES 

BEMERKUNG: 

KRI STALL 

SOLVENS GEHALT, VS: 22,4% 

MATTHEWS KOEFFIZIENT, VM (A**3/DA) 1,59 
KRI STALLI SAT I ON S BEDINGUNGEN 



118 
118 
118 
118 
118 



MET GLU GLN VAL ASN GLU LEU LYS GLU LYS GLY ASN LYS 
ALA LEU SER VAL GLY ASN ILE ASP ASP ALA LEU GLN CYS 
TYR SER GLU ALA ILE LYS LEU ASP PRO HIS ASN HIS VAL 
LEU TYR SER ASN ARG SER ALA ALA TYR ALA LYS LYS GLY 
ASP TYR GLN LYS ALA TYR GLU ASP GLY CYS LYS THR VAL 
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1.235 6.251 0.013 1.00 43.84 O 

4377 4896 7382 2301 -569 -850 O 

8.636 -5.712 31.036 1.00 28.69 O 

3588 4724 2587 -788 -662 1218 O 

18.630 3.120 18.327 1.00 35.96 O 

4043 4134 5486 1780 -2758 -1112 O 

-0.510 7.029 15.110 1.00 35.55 O 

4052 3884 5571 1618 -1607 -448 O 

-2.521 2.657 -17.194 1.00 29.17 O 

4885 3473 2726 271 -263 1139 O 

-2.842 5.537 14.668 1.00 37.10 O 

5777 5580 2738 -281 -869 93 O 

3.738 5.323 -5.383 1.00 30.38 O 

4846 3170 3527 201 1439 -490 O 

-1.666 -5.222 -9.809 1.00 32.31 O 

4309 4155 3811 -1119 -1032 1120 O 

1.135 -6.763 -14.792 1.00 43.82 O 

3797 6758 6095 -1911 -453 835 O 

0.302 1.556 -15.759 1.00 29.96 O 

2700 43B6 4298 52 104 443 O 

-10.565 -8.900 -0.391 1.00 39.09 O 

3204 5155 6493 503 1672 -1786 O 

-11.303 .10.172 5.940 1.00 32.24 O 

5093 4934 2223 -600 373 -717 O 

1.469 -10.819 27.759 1.00 39.84 O 

4783 5211 5142 -822 2482 1168 O 

-18.132 5.135 -1.460 1.00 37.77 O 

4419 7414 2517 175 444 -1101 O 

-7.198 -11.551 3.582 1.00 39.30 O 

6294 4645 3993 -415 1143 -1015 O 

4.352 4.822 4.347 1.00 39.19 O 

5188 4289 5412 -520 -60 2284 O 
-4.748 -11.053 6.515 1.00 32.61 . O 

4427 3460 4504 1037 607 -396 O 

4.490 12.052 29.901 1.00 29.86 O 

7483 1827 2036 -702 261 -222 O 

3.658 5.097 6.844 1.00 33.52 O 

2495 5114 5129 -49 700 -881 O 

1.358 -8.599 28.679 1.00 35.10 O 

4944 2960 5432 1544 1767 149 O 

-7.398 -7.834 -9.881 1.00 41.67 O 

7392 2526 5914 -171 -3836 -1023 O 

-3.170 -12.856 22.443 1.00 40.16 O 

5753 3037 6470 -91 -227 230 O 

-10.014 4.337 14.182 1.00 31.95 O 

1939 3837 6365 246. 158 -1526 O 

-6.450 3.243 24.153 1.00 39.72 O 

6060 4354 4677 -527 1775 710 O 

-3.270 6.757 29.605 1.00 32.77 O 

4413 3227 4810 553 -964 1580 O 

-4.861 6.012 27.737 1.00 51.18 O 

7570 5930 5945 -1949 -805 1544 O 

-2.372 -12.816 -1.016 1.00 41.42 O 

3979 5175 6582 11 -71 -171 O 

1.653 3.040 -17.454 1.00 35.07 O 

3902 5724 3699 -376 2238 -1516 O 

-0.966 7.881 4.717 1.00 40.53 O 

5707 3759 5934 -285 -1829 -541 O 

2.345 6.587 11.965 1.00 32.43 O 

4730 4097 3496 1792 615 211 O 

0.447 -13.953 -11.262 1.00 42.94 O 

6460 2328 7529 -2016 -752 -445 O 

-15.417 -10.705 0.764 1.00 33.16 O 

5023 4239 3336 -1637 1753 -131 O 

1.856 2.655 33.225 1.00 24.76 O 

6301 2161 944 -1729 519 382 O 

1.643 5.566 -3.370 1.00 47.13 O 

5057 6716 6136 -2372 -1534 -194 O 

7.017 7.747 1.875 1.00 38.85 O 
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CHAPERONE 14 -MAR- 00 1ELW 

CRYSTAL STRUCTURE OF THE TPR1— DOMAIN OF HOP IN COMPLEX WITH 
2 A HSC70- PEPTIDE 
MOL_ID: 1; 

2 MOLECULE: TPR1- DOMAIN OF HOP; 

3 CHAIN: A, B; 

4 FRAGMENT : N- TERMINAL DOMAIN; 

5 ENGINEERED: YES; 

6 MOL_ID: 2; 

7 MOLECULE: HSC70- PEPTIDE; 

8 CHAIN: C, D; 

9 ENGINEERED: YES 
MOL_ID: 1; 

2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS; 

3 ORGANI SM__COMMON : HUMAN; 

4 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI; 

5 EXPRESSION_SYSTEM_COMMON: BACTERIA; 

6 EXPRESSlON_SYSTEM_PLASMID: PPRO EX HTA; 

7 MOL_ID: 2; 

8 SYNTHETIC: YES; 

9 OTHER__DETAI LS : THIS SEQUENCE OCCURS NATURALLY IN HUMANS 
HOP, T P R— DOMAIN , PEPTIDE- COMPLEX, HELICAL REPEAT, HSC70, 

2 HSP70, PROTEIN BINDING 
X-RAY DIFFRACTION 

C. SCHEUFLER, A. BRINKER, F.U. KARTL, I . MOAREFI 

AUTH C . SCHEUFLER, A. BRINKER, F-U. HARTL, I .MOAREFI 

CRYSTAL STRUCTURE OF THE TPRl -DOMAIN OF HOP IN 
COMPLEX WITH A H5C70- PEPTIDE 
TO BE PUBLISHED 



TITL 
TITL 
REF 
RE FN 



1 
2 
2 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
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3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



RESOLUTION. 1.6 ANGSTROMS. 



REFINEMENT . 
PROGRAM 
AUTHORS 



CNS 1.0 

BRUNGER, ADAMS, CLORE, DELANO, GROS , GROSSE- 
KUNSTLEVE/ JIANG, KUSZEWSKI,NILGES, PANNU/ 
READ, RICE, SIMONSON, WARREN 



REFINEMENT TARGET : ENGH & HUBER 

DATA USED IN REFINEMENT. 
RESOLUTION RANGE HIGH (ANGSTROMS) 
RESOLUTION RANGE LOW (ANGSTROMS) 
DATA CUTOFF ( SIGMA ( F) ) 

OUTLIER CUTOFF HIGH (RMS (ABS (F) ) ) 
COMPLETENESS (WORKING+TESTI {%) 
NUMBER OF REFLECTIONS 



FIT TO DATA USED IN REFINEMENT. 
CROSS-VALIDATION METHOD 
FREE R VALUE TEST SET SELECTION 
R VALUE (WORKING SET) 

FREE R VALUE 

FREE R VALUE TEST SET SIZE (%) 
FREE R VALUE TEST SET COUNT 
ESTIMATED ERROR OF FREE R VALUE 



1. 60 

18.87 

0.000 

NULL 

95.8 

30804 



THROUGHOUT 

RANDOM 

0.180 

0.215 

10.100 

3100 

0.004 
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REMARK 
REMARK 
REMARK 
REMARK 



3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 
3 

3 

3 

3 

3 
3 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 



Fift>- fiVj 3 D 



FIT IN THE HIGHEST RESOLUTION BIN. 
TOTAL NUMBER OF BINS USED 
BIN RESOLUTION RANGE HIGH (A) 
BIN RESOLUTION RANGE LOW (A) 
BIN COMPLETENESS (WORKING+TEST ) (%) 
REFLECTIONS IN BIN (WORKING SET) 

BIN R VALUE (WORKING SET) 

BIN FREE R VALUE 

BIN FREE R VALUE TEST SET SIZE (%) 
BIN FREE R VALUE TEST SET COUNT 
ESTIMATED ERROR OF BIN FREE R VALUE 



6 

1.60 

1-70 

81.00 

3879 

0-2440 

0.2640 

10.00 

433 

0.013 



NUMBER OF NON-HYDROGEN ATOMS USED IN REFINEMENT. 
PROTEIN ATOMS . : 1959 

NUCLEIC ACID ATOMS : 0 

HETEROGEN ATOMS : 36 

SOLVENT ATOMS : 245 



B VALUES. 
FROM WILSON PLOT (A**2) 
MEAN B VALUE (OVERALL, A**2) 

OVERALL ANISOTROPIC B VALUE. 



: 21.80 
: 22.20 



Bll 
B22 
B33 
B12 
B13 
B23 



(A**2) 
(A**2) 
(A** 2) 
(A** 2) 
(A++2) 
(A** 2) 



-1.65000 

-1.65000 

3.30000 

0.00000 

0.00000 

0.00000 



ESTIMATED COORDINATE ERROR . 
ESD FROM LUZZATI PLOT 
ESD FROM SIGMAA 
LOW RESOLUTION CUTOFF 



(A) 
(A) 
(A) 



0.16 

0.130 

5.00 



CROSS -VALIDATED ESTIMATED COORDINATE ERROR. 



ESD FROM C-V LUZZATI PLOT 
ESD FROM C-V SIGMAA 



(A) 
(A) 



RMS DEVIATIONS 
BOND ' LENGTHS 
BOND ANGLES 
DIHEDRAL ANGLES 
IMPROPER ANGLES 



FROM IDEAL VALUES. 

(A) 

(DEGREES) 
(DEGREES) 
(DEGREES) 



0.20 
0.14 



0.008 
1.30 
17.80 
0.77 



ISOTROPIC THERMAL MODEL : RESTRAINED 



3 ISOTROPIC THERMAL FACTOR RESTRAINTS , 



MAIN-CHAIN BOND 
MAIN- CHAIN ANGLE 
SIDE-CHAIN BOND 
SIDE-CHAIN ANGLE 



BULK SOLVENT MODELING. 
METHOD USED : FLAT MODEL 
KSOL : 0.42 

BSOL ; 4 6.36 



(A**2) 
(A**2) 
(A**2) 
(A**2) 



RMS 
1.13 
1.72 
2.27 
3.43 



SIGMA 
; 1.500 
; 2.000 
; 2.000 
; 2.500 



j 
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REMARK 


3 


NCS MODEL : NULL 






REMARK 


3 








REMARK 


3 


NCS RESTRAINTS. 




RMS SIGMA/ WEIGHT 


REMARK 


3 


GROUP 1 POSITIONAL 


(A) : NULL ; NULL 


REMARK 


3 


GROUP 1 B- FACTOR 


(A**2) : NULL ; NULL 


REMARK 


3 








REMARK 


3 


PARAMETER FILE 1 ; 


PROTEIN_REP . PA 


REMARK 


3 


PARAMETER FILE 2 


WATER REP. PARA 


REMARK 


3 


PARAMETER FILE 3 


i ION. PAR 




REMARK 


3 


PARAMETER FILE 4 


: TRS.PAR 




REMARK 


3 


TOPOLOGY FILE 1 


I PROTEIN. TOP 


REMARK 


3 


TOPOLOGY FILE 2 


: TRS.TOP 




REMARK 


3 


TOPOLOGY FILE 3 


: ION. TOP 




REMARK 


3 


TOPOLOGY FILE 4 


; WATER. TOP 




REMARK 


3 








REMARK 


3 


OTHER REFINEMENT REMARKS: NULL 




REMARK 


4 








REMARK 


4 


1ELW COMPLIES WITH FORMAT V. 2.3, 


09-JULY-1998 


REMARK 


100 








REMARK 


100 


THIS ENTRY HAS BEEN PROCESSED BY 


RCSB ON 21-MAR-2000. 


REMARK 


100 


THE RCSB ID CODE IS RCSB010712 . 




REMARK 


200 








REMARK 


200 


EXPERIMENTAL DETAILS 






REMARK 


200 


EXPERIMENT TYPE 




X-RAY DIFFRACTION 


REMARK 


200 


DATE OF DATA COLLECTION 


10-02-1999 


REMARK 


200 


TEMPERATURE 


(KELVIN) : 


100.0 


REMARK 


2 00 


PH 




8.50 


REMARK 


200 


NUMBER OF CRYSTALS USED : 1 


REMARK 


200 








REMARK 


200 


SYNCHROTRON 


(Y/N) : 


Y 


REMARK 


200 


RADIATION SOURCE 




NSLS 


REMARK 


200 


BEAMLINE 




X12B 


REMARK 


200 


X-RAY GENERATOR MODEL i 


NULL 


REMARK 


200 


MONOCHROMATIC OR LAUE (M/L) : 


M 


REMARK 


200 


WAVELENGTH OR RANGE 


(A) . 


0.9490 


REMARK 


200 


MONOCHROMATOR 




NULL 


REMARK 


200 


OPTICS 




NULL 


REMARK 


200 








REMARK 


200 


DETECTOR TYPE 




: CCD 


REMARK 


200 


DETECTOR MANUFACTURER 


: ADSC-QUANTUM4 


REMARK 


200 


INTENSITY- INTEGRATION SOFTWARE : ADSC 


REMARK 


200 


DATA SCALING SOFTWARE : SCALEPACK 


REMARK 


200 








REMARK 


200 


NUMBER OF UNIQUE REFLECTIONS : NULL 


REMARK 


200 


RESOLUTION RANGE HIGH (A) : 1.600 


REMARK 


200 


RESOLUTION RANGE LOW (A) 


: 20.000 


REMARK 


200 


REJECTION CRITERIA 


(SIGMA (I ) ) 


: 0.000 


REMARK 


200 






REMARK 


200 


OVERALL. 






REMARK 


200 


COMPLETENESS FOR RANGE (%) 


: 95.8 


REMARK 


200 


DATA REDUNDANCY 




: 0.000 


REMARK 


200 


R MERGE 


(I) 


i 0.04100 


REMARK 


200 


R SYM 


(I) 


: NULL 


REMARK 


200 


<I/SIGMA(I)> FOR THE DATA SET 


: 32.5000 


REMARK 


200 








REMARK 


200 


IN THE HIGHEST RESOLUTION SHELL. 




REMARK 


200 


HIGHEST RESOLUTION 


SHELL, RANGE 


HIGH (A) : 1.60 


REMARK 


200 


HIGHEST RESOLUTION 


SHELL, RANGE 


LOW (A) : 1.66 


REMARK 


200 


COMPLETENESS FOR SHELL (%) 


: 75.2 
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REMARK 200 
REMARK 200 
REMARK 200 
REMARK 200 
REMARK 2 00 
REMARK 200 
REMARK 200 
REMARK 2 00 
REMARK 200 
REMARK 2 00 
REMARK 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 280 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 29 0 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 29 0 
REMARK 290 
REMARK 29 0 
REMARK 29 0 
REMARK 290 
REMARK 29 0 
REMARK 290 
REMARK 29 0 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 290 
REMARK 300 
REMARK 300 
REMARK 300 
REMARK 30 0 
REMARK 300 
REMARK 350 
REMARK 3 50 
REMARK 350 
REMARK 35 0 



DATA REDUNDANCY IN SHELL 
R MERGE FOR SHELL 
R SYM FOR SHELL 
<I/SIGMA(I)> FOR SHELL 



(I) 
(I) 



0.00* 
0.30500 
NULL 
NULL 



DIFFRACTION PROTOCOL: SINGLE WAVELENGTH 
METHOD USED TO DETERMINE THE STRUCTURE: NULL 
SOFTWARE USED: AMORE 
STARTING MODEL: NULL 



200 REMARK: NULL 



CRYSTAL 

SOLVENT CONTENT, VS <%): NULL 

MATTHEWS COEFFICIENT, VM (ANGSTROMS * * 3 / DA) : NULL 

CRYSTALLIZATION CONDITIONS: PEG MME 2000, TRIS, NICKEL 
CHLORIDE, XYLITOL 



CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY 

SYMMETRY OPERATORS FOR SPACE GROUP; 



P 41 



SYMOP 
NNNMMM 
1555 
2555 
3555 
4555 



SYMMETRY 
OPERATOR 
X,Y,Z 

-X,-Y,l/2+Z 
-Y,X, 1/4+Z 
Y,-X,3/4+Z 



WHERE NNN -> OPERATOR NUMBER 

MMM -> TRANSLATION VECTOR 

CRYSTALLOGRAPHIC SYMMETRY TRANSFORMATIONS 

THE FOLLOWING TRANSFORMATIONS OPERATE ON THE ATOM/ HETATM 
RECORDS IN THIS ENTRY TO PRODUCE CRYSTALLO GRAPHICALLY 
RELATED MOLECULES. 



SMTRY1 


1 


1. 


000000 


0. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY2 


1 


0. 


000000 


1. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY3 


1 


0. 


000000 


0. 


000000 


1. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY1 


2 


-1. 


000000 


0. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY2 


2 


0. 


000000 


-1. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY3 


2 


0. 


000000 


0. 


000000 


1. 


oooooo 


21. 


44500 


SMTRY1 


3 


0. 


000000 


-1. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY2 


3 


1. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY3 


3 


0. 


000000 


0. 


000000 


1. 


oooooo 


10. 


72250 


SMTRY1 


4 


0. 


000000 


1. 


oooooo 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY2 


4 


-1. 


000000 


0. 


oooooo 


0. 


oooooo 


0. 


00000 


SMTRY3 


4 


0. 


000000 


0. 


oooooo 


1. 


oooooo 


32. 


16750 



REMARK: NULL 
BIOMOLECULE: 1, 2 

THIS ENTRY CONTAINS THE CRYSTALLOGRAPHIC ASYMMETRIC UNIT 
WHICH CONSISTS OF 4 CHAIN (S). SEE REMARK 350 FOR 
INFORMATION ON GENERATING THE BIOLOGICAL MOLECULE (S). 

GENERATING THE BIOMOLECULE 

COORDINATES FOR A COMPLETE MULTIMER REPRESENTING THE KNOWN 
BIOLOGICALLY SIGNIFICANT OLI GOMERI ZAT I ON STATE OF THE 
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REMARK 350 MOLECULE CAN BE GENERATED BY APPLYING BIOMT TRANSFORMATIONS 
REMARK 350 GIVEN BELOW • BOTH NON-CRYSTALLOGRAPHIC AND 
REMARK 350 CRYSTALLOGRAPHI C OPERATIONS ARE GIVEN. 
REMARK 350 

REMARK 350 .BIOMOLECULE: 1 

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: A, C 

REMARK 350 BIOMTl 1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000 
REMARK 350 BIOMT2 1 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000 
REMARK 350 BIOMT3 1 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000 
REMARK 350 BIOMOLECULE: 2 

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: B, D 
REMARK 350 BIOMTl 2 1.000000 0.000000 



000000 
000000 



0. 
0. 
0. 



00000 
00000 

ooooo 



REMARK 350 BIOMT2 2 0.000000 1.000000 
REMARK 350 BIOMT3 2 0.000000 0.000000 1.000000 
REMARK 465 

REMARK 465 MISSING RESIDUES 

REMARK 465 THE FOLLOWING RESIDUES WERE NOT LOCATED IN THE 
REMARK 465 EXPERIMENT. (M=MODEL NUMBER; RES-RESIDUE NAME; C=CHAIN 
REMARK 465 IDENTIFIER; SSSEQ^S EQUENCE NUMBER; I«INSERTION CODE. ) 
REMARK 465 

REMARK 465 M RES C SSSEQI 
REMARK 465 MET A 1 

REMARK 465 GLU B 116 

REMARK 465 ALA B 117 

REMARK 465 ARG B 118 

REMARK 47 0 

REMARK 47 0 MISSING ATOM 

REMARK 470 THE FOLLOWING RESIDUES HAVE MISSING ATOMS (M=MOD EL NUMBER; 
REMARK 470 RE S =RES I DUE NAME; C=CHAIN IDENTIFIER; SSEQ=S EQUENCE NUMBER; 
REMARK 47 0 I=INSERTION CODE) : 



REMARK 


470 


M RES 


CSSEQI 


ATOMS 








REMARK 


470 


GLU 


A 2 


CG 


CD 


OE1 


OE2 


REMARK 


470 


MET 


B 1 


CG 


SD 


CE 




REMARK 


470 


GLU 


B 2 


CG 


CD 


OE1 


OE2 


REMARK 


470 


GLU 


B 110 


CG 


CD 


OE1 


OE2 



REMARK 500 

REMARK 500 GEOMETRY AND STEREOCHEMISTRY 
REMARK 500 SUBTOPIC: COVALENT BOND LENGTHS 
REMARK 500 

REMARK 500 THE STEREOCHEMICAL PARAMETERS OF THE FOLLOWING RESIDUES 
REMARK 500 HAVE VALUES WHICH DEVIATE FROM EXPECTED VALUES BY MORE 
REMARK 500 THAN 6*RMSD (M=MODEL NUMBER; RES=RES I DUE NAME; C= CHAIN 
REMARK 500 IDENTIFIER; SSEQ=S EQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE) . 
REMARK 500 

REMARK 500 STANDARD TABLE: 

REMARK 500 FORMAT: ( 10X, 13 , IX, 2 (A3 , IX, Al, 14 , Al, IX, A4 , 3X) , F6 . 3 ) 
REMARK 500 

REMARK 500 EXPECTED VALUES: ENGH AND HUBER, 1991 
REMARK 5 00 
REMARK 500 
REMARK 500 
REMARK 500 

REMARK 500 GEOMETRY AND STEREOCHEMISTRY 
REMARK 500 SUBTOPIC: COVALENT BOND ANGLES 
REMARK 500 

REMARK 500 THE STEREOCHEMICAL PARAMETERS OF THE FOLLOWING RESIDUES 
REMARK 500 HAVE VALUES WHICH DEVIATE FROM EXPECTED VALUES BY MORE 
REMARK 500 THAN 6*RMSD (M=MODEL NUMBER; RES=RES I DUE NAME; C=CHAIN 
REMARK 500 IDENTIFIER? S S EQ=S EQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE) . 



M RES CSSEQI ATM1 
GLY D 5 CA 



RES CSSEQI ATM2 



GLY D 



N 



DEVIATION 
0.051 
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REMARK 5 00 

REMARK 500 STANDARD TABLE: 

REMARK 500 FORMAT: (10X, 13 , IX, A3, IX, Al, 14 , Al, 3 ( IX, A4 , 2X) , 12X, F5 . 1) 
REMARK 500 

REMARK 500 EXPECTED VALUES: ENGH AND HUBER, 1991 
REMARK 500 

REMARK 500 M RES CSSEQI ATM1 ATM2 ATM3 

REMARK 500 ASP A 53 N - CA - C ANGL. DEV. = -8.3 DEGREES 
REMARK 500 ALA A 103 N - CA - C ANGL. DEV. = 7.6 DEGREES 
REMARK 900 

REMARK 900 RELATED ENTRIES 

REMARK 900 RELATED ID: 1ELR RELATED DB: PDB 



DBREF 


1ELW A 


1 


118 SWS 


P3194G 


1 IEFS 


HUMAN 




1 


118 


DBREF 


1ELW B 


1 


118 SWS 


P31948 IEFS HUMAN 






118 


SEORES 


1 




118 


MET GLU 


GLN 


VAT. 


A CM 


m ti 


LEU LYS 


GLU 


Lib 




ASN 


LYS 


SEORES 


2 




118 


ATA T.FTT 


O Hi r\. 


VAT 


/IT V 


a cm 


ILE 


ASP 


ASP 




T CTT 


GLN 


CYS 


SEORES 


3 




118 


TYR SER 


GLU 


ALA 


TT.P 


tvo 

111 u 


LEU 


ASP 


PRO 


UTQ 

Hi. >3 




HIS 


VAL 


SEORES 


4 


A 


118 


"LEU TYR 


SER 


IN 


ZiKb 




ALA ALA 


TYR 


AlxfV 


T VC 


LYS 


GLY 


SEORES 


5 


A 


118 


A«1P TYR 


rzT.W 


T.VC 




i IK 


GLU 


ASP 


GLY 


f"VC 


T VC 

LI b 


THR 


VAL 


SEQRES 






118 


ASP T.FTT 


t.vc 


c zvj 


& CD 


XKr 


GLY 


LYS 


GLY 


mvn 
1 XK 




ARG 


LYS 


SEORES 

w i_J i\U W 


7 


A 


118 


ALA ALA 


ALA 


LEU 


GLU 


PHE 


LEU 


ASN 


ARG 


•OTIC 


GLU 


GLU 


ALA 


SEORES 


8 


A 


118 


LYS ARG 


THR 


TYR 


GLU 


GLU 


GLY 


LEU 


LYS 


ITT C 


biiU 


ALA ASN 


SEQRES 


9 


A 


118 


ASN PRO 


GLN 


LEU 


LYS 


GLU 


GLY 


LEU 


GLN 


ASN 


MET 


GLU 


ALA 


SEQRES 


10 


A 


118 


ARG 
























SEQRES 


1 


B 


118 


MET GLU 


GLN 


VAX. 


ASN 


GLU 


LEU 


LYS 


GLU 


LYS 


GLY 


ASN 


LYS 


SEQRES 


2 


B 


118 


ALA LEU 


SER 


VAX 


GLY 


ASN 


ILE 


ASP 


ASP 


ALA 


LEU 


GLN 


CYS 


SEQRES 


3 


B 


118 


TYR SER 


GLU 


ALA 


ILE 


LYS 


LEU 


ASP 


PRO 


HIS 


ASN 


HIS 


VAL 


SEQRES 


4 


B 


118 


LEU TYR 


SER 


ASN 


ARG 


SER 


ALA ALA TYR 


ALA 


LYS 


LYS 


GLY 


SEQRES 


5 


B 


118 


ASP TYR 


GLN 


LYS 
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TYR 


GLU 


ASP 


GLY 


CYS 
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THR 


VAL 


SEQRES 


6 


B 


118 


ASP LEU 


LYS 


PRO 
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GLY 


LYS 
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TYR 


SER 


ARG 


LYS 
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7 


B 


118 
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LEU 
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ASN 
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GLU 


GLU 


ALA 
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LYS 
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B 
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LYS 
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GLN 
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MET 
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ALA 


SEQRES 


10 


B 


118 
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SEQRES 


1 


C 


8 


GLY PRO 


THR 


ILE 


GLU 


GLU 


VAL 


ASP 












SEQRES 


1 


D 


8 


GLY PRO 


THR 


ILE 


GLU 


GLU 


VAX 


ASP 












HET 


NI 


B 


401 


1 
























HET 


NI 


A 


402 


1 
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A 


403 


1 
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NI 
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404 
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HET 
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301 


8 
























HET 
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8 
























HET 
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8 
























HET 


TRS 
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8 

























HET NAM NI NICKEL (II) ION 

HETNAM TRS 2 -AMINO- 2 -H YDROXYMETH YL- P RO PANE- 1 , 3 - DI OL 

HETSYN TRS TRIS BUFFER 



FORMUL 


5 


NI 4 (Nil 2+) 










FORMUL 


9 


TRS 4(C4 H12 NI 


03 


1 + ) 






FORMUL 


13 


HOH *245 


(H2 


Ol) 










HELIX 


1 


1 GLU A 


2 


VAL 


A 


17 


1 


16 


HELIX 


2 


2 ASN A 


19 


ASP 


A 


34 


1 


16 


HELIX 


3 


3 ASN A 


37 


GLY 


A 


52 


1 


16 


HELIX 


4 


4 ASP A 


53 


LYS 


A 


68 


1 


16 


HELIX 


5 


5 TRP A 


71 


LEU 


A 


85 


1 


15 


HELIX 


6 


6 ARG A 


87 


LYS 


A 


100 


1 


14 


HELIX 


7 


7 ASN A 


105 


ARG 


A 


118 


1 


14 


HELIX 


8 


8 MET B 


1 


VAL 


B 


17 


1 


17 


HELIX 


9 


9 ASN B 


19 


ASP 


B 


34 


1 


16 
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HELIX 


10 


10 ASN B 


37 


GLY 


B 52 1 












HELIX 


11 


11 ASP B 


53 


LYS 


B 68 1 












HELIX 


12 


12 TRP B 
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LEU 
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HELIX 


13 


13 ARG B 


87 


GLU 
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HELIX 


14 


14 ASN B 


105 


MET 


B 115 1 












CRYST1 


75.470 75.470 


42.890 90.00 


90.00 


90.00 P 


41 
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41.093 49.450 29.408 1.00 16.95 C 

39.966 48.445 29.137 1.00 17.00 C 

38.955 48.793 28.521 1.00 17.39 O 

42.242 49.197 28.412 1.00 17.32 C 

41.797 49.375 26.964 1.00 19.67 C 

42.776 48.743 25,966 1.00 21.10 C 

42.755 47.234 26.098 1.00 22.93 C 

43.366 46-518 24.963 1.00 23.81 N 

40.158 47.197 29.576 1.00 18.23 N 

39.155 46.152 29.371 1.00 19.85 C 

37.876 46.488 30.109 1.00 18.59 C 

36.782 46.235 29.618 1.00 19.13 O 

39.667 44.799 29.872 1.00 23.22 C 

40.713 44.187 28.994 1.00 29.38 C 

40.222 44.037 27.577 1.00 32.75 C 

39.115 43.474 27.379 1.00 35.49 O 

40.941 44.484 26.659 1.00 36.76 O 

38.022 47.046 31.301 1.00 18.75 N 

36.859 47.417 32.100 1.00 19.39 C 

36.101 48.487 31.319 1.00 17.74 C 

34.868 48.488 31.267 1.00 16.53 O 

37.318 47.981 33.440 1.00 23.14 C 

36.280 47.894 34.538 1.00 28.22 C 
36.912 48.226 35.883 1.00 30.40 C 
36.596 49.646 36.307 1.00 32.96 C 
37.309 49.999 37.571 1.00 37.05 N 
36.856 49.396 30.716 1.00 15.74 N 
36.237 50.445 29.923 1.00 14.66 C 
35.529 49.876 28.705 1.00 14.20 C 
34.405 50.277 28.391 1.00 14.74 O 
36.183 48.941 28.014 1.00 14.73 N 
35.582 48.324 26.835 1.00 15.47 C 
34.268 47.626 27.231 1.00 16.29 C 

33.281 47.681 26.490 1.00 14.67 O 
36.547 47.289 26.208 1.00 14.82 C 
37.780 47.915 25.559 1.00 15.94 C 
38.653 47.181 25.062 1.00 19.78 O 
37.863 49.244 25.544 1.00 12.58 N 
34.268 46.959 28.384 1.00 16.95 N 
33.056 46.277 28.847 1.00 17.04 C 
31,943 47.267 29.173 1.00 17.98 C 
30.780 47.039 28.813 1.00 17.28 O 
33,365 45.409 30.061 1.00 20.33 C 
34.350 44.321 29.701 1.00 25.23 C 
34.504 43.251 30.747 1.00 30.13 C 
35.659 42.330 30.341 1.00 32.91 C 
35.643 41.044 31.072 1.00 34.80 N 
32.284 48.368 29.838 1.00 14.92 N 
31.280 49.371 30.170 1.00 14.85 C 
30.679 49.907 28.881 1.00 15.53 C 
29.463 50.067 28.748 1.00 16.49 O 
31.909 50.508 30.956 1.00 16.37 C 
31.545 50.167 27.911 1.00 16.36 . N 
31.069 50.689 26.643 1.00 17.54 C 
30.148 49.660 25.983 1.00 18.82 C 
29.120 50.028 25.388 1.00 19.85 O 

32.282 51.015 25.758 1.00 19.18 C 
32.039 51.949 24.574 1.00 20.52 C 
31.460 53.255 25.030 1.00 20.48 C 
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52.178 23.847 1.00 18.61 C 

48.379 26.107 1.00 18.56 N 

47.318 25.490 1.00 20.86 C 

47.216 26.085 1.00 21.02 C 

46.797 25.395 1.00 22.19 O 

45.954 25.589 1.00 23.01 C 

45.369 26.861 1.00 25.44 O 

47.587 27.352 1.00 18.83 N 

47.533 27.949 1.00 18.24 C 

48.900 27.896 1.00 17.22 C 

49.136 28.545 1.00 19.37 O 

47.013 29.433 1.00 18.59 C 

45.5B8 29.492 1.00 19.96 C 

47.956 30.351 1.00 16.88 C 
49.819 27.122 1.00 17.46 N 
51.138 26.975 1.00 16.60 C 
52.141 28.079 1.00 17.85 C 
53.206 28.109 1.00 19.21 O 
51.821 28.994 1.00 16.49 N 
52.739 30.088 1.00 15.89 C 
53.564 29.640 1.00 16.44 C 

53.330 30.074 1.00 15.66 O 
51.941 31.360 1.00 16.80 C 
51.265 31.926 1.00 17.82 C 

50.304 32.69B 1.00 21.57 O 
51.771 31.537 1.00 15.68 N 
54.541 28-772 1.00 17.58 N 
55.364 28.220 1.00 17.20 C 
56.199 29.272 1.00 17.91 C 

56.305 29.228 1.00 16.78 O 
56.287 27.086 1.00 19.01 C 
55.469 25.961 1.00 19.60 C 
57.008 26.461 1.00 19.64 C 

56.331 24.886 1.00 22.20 C 
56.795 30.220 1.00 17.70 N 
57.582 31.245 1.00 19.40 C 
56.720 32.084 1.00 18.46 C 
57.179 32.501 1.00 18.91 O 
58.316 32.141 ' 1.00 21.40 C 
59.574 31.481 1.00 26.43 C 
60.185 32.063 1.00 27.85 O 

59.957 30.388 1.00 26.89 O 
55.469 32.327 1.00 18.17 N 
54.566 33.078 1.00 17.79 C 
54.242 32.221 1.00 16,30 C 
54.170 32.723 1.00 17.55 0 
53.271 33.439 1.00 21.66 C 
53.438 34.631 1.00 27.11 C 
54.490 35.311 1.00 29.50 0 
52.508 34.897 1.00 29.52 0 
-54.065 30.924 1.00 15.01 N 
53.758 30.024 1.00 14.90 C 
54.924 30.042 1.00 15.37 C 
54.718 30.150 1.00 16.11 O 
53.523 28,597 1.00 15.47 C 
56.146 29.946 1.00 16.22 N 
57.325 29.940 1.00 16.69 C 
57.413 31.222 1.00 16.84 C 
57.778 31.218 1.00 16.89 O 
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45.695 58.317 33.093 1.00 20.62 N 

46.437 58.958 34.176 1.00 24.13 C 

47.651 58-091 34.500 1.00 23.61 C 

48.753 58.595 34.748 1.00 25.17 O 

45.527 59.078 35.396 1.00 26.31 C 

45.885 60.167 36.380 1.00 30.80 C 
44.877 60.167 37.530 1.00 33.84 C 
43.484 60.589 37.053 1.00 36.68 C 
42.423 60.417 38.096 1.00 38.57 N 
47.450 56.777 34.493 1.00 22.83 N 
48.533 55.836 34.779 1.00 23.82 C 
49.525 55.682 33.633 1.00 24.28 C 
50.713 55.471 33.858 1.00 24.76 O 
47.964 54.451 35.065 1.00 25.96 C 
47.057 54.217 36.261 1.00 27.40 C 
46.482 52.820 36.166 1.00 27.86 C 
47.855 54.373 37,544 1.00 28.69 C 
49.030 55.800 32.404 1-00 22.58 N 
49.850 55.576 31.218 1.00 21.94 C 
49.474 56.644 30.202 1.00 21.42 C 
48.801 56.353 29.208 1.00 20.49 O 
49.502 54.177 30.701 1.00 24.02 C 
50.479 53.643 29.686 1.00 26.55 C 
51.509 54.288 29.422 1.00 29.51 O 
50.195 52.548 29.159 1.00 28.61 o' 
49.925 57.888 30.421 1.00 21.16 N 
49.610 59.005 29.525 1.00 20.87 C 
50.123 58.962 28.099 1.00 19.04 C 
49.758 59.812 27.305 1.00 19.08 O 
50.135 60.217 30.288 1.00 22.99 C 
51.303 59.655 31.014 1.00 22.94 C 
50.769 58.349 31.542 1.00 22.68 C 
50.956 57.977 27.780 1.00 19.68 N 
51.499 57.B66 26.433 1.00 20.52 C 

50.886 56.707 25.689 1.00 19.83 C 
51.348 56.361 24.602 1.00 20.25 O 
53.006 57.645 26.485 1.00 25.16 C 
53.790 58.885 26.750 1.00 29.95 C 
54.223 59.719 25.740-1.00 33.07 N 
54.228 59.434 27.907 1.00 32.14 C 
54.895 60.727 26.265 1.00 32.15 C 
54.912 60.578 27.577 1.00 32.72 N 
49.838 56.110 26.252 1.00 19.13 N 
49.207 54.964 25.602 1.00 16.94 C 
48.166 55.414 24.568 1.00 15.90 C 
47.041 55.759 24.913 1.00 17.03 O 
48.563 54.067 26.672 1.00 17.91 C 
48.062 52.744 26.117 1.00 19.43 C 
47.623 52.663 24.970 1.00 19.37 O 
48.094 51.698 26.946 1.00 19.88 N 
48.543 55.378 23.294 1.00 14.62 N 
47.653 55.803 22.226 1.00 13.90 C 
46.345 55.030 22.160 1.00 14.07 C 
45.308 55.568 21.720 1.00 14.09 O 
48.383 55.706 20.885 1.00 13.69 C 
48.819 54.320 20.532 1.00 15.10 C 
49.848 53.677 21.184 1.00 17.70 N 
48.359 53.450 19.601 1.00 18.35 C 
50.004 52.469 20.671 1.00 18.04 C 
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49,113 52.308 19.713 1,00 17-50 N 

46.376 53.760 22.559 1.00 13.23 N 

45.160 52.959 22.488 1.00 13.44 C 

44.093 53.519 23.413 1.00 13.78 C 

42.912 53.519 23.079 1,00 12.78 O 

45.437 51.495 22.851 1.00 14.76 C 

44.125 50.712 22.893 1.00 16.70 C 

46.392 50.899 21.812 1.00 18.62 C 

44.513 54.013 24.575 1.00 12.58 N 

43.549 54.566 25.525 1.00 12.03 C 

42.881 55.813 24.960 1.00 11.05 C 

41.663 55.980 25.090 1.00 12.16 O 

44.237 54.907 26.852 1.00 11.87 C 

44.961 53.747 27.526 1.00 13.90 C 

45.629 54.259 28.797 1.00 15.98 C 

43.989 52.628 27.859 1.00 14.67 C 

43.657 56.693 24.329 1.00 12.25 N 

43.060 57.905 23.758 1.00 12.74 C 

42.163 57.564 22.579 1.00 11.60 C 

41.136 58.202 22.372 1.00 11.99 O 

44.132 58.899 23.312 1.00 12.56 C 

44.888 59.498 24.461 1.00 14.05 C 

44.419 60.624 25.133 1.00 16.01 C 

46.097 58.930 24.867 1.00 16.42 C 

45.169 61.175 26.188 1.00 18.21 C 

46.839 59.463 25.898 1.00 18.78 C 

46.384 60.575 26.545 1.00 18.96 C 

47.204 61.103 27.528 1.00 23. 3B O 

42.547 56.551 21.809 1.00 10.96 N 

41.736 56.162 20.674 1.00 11.16 C 

40.403 55.613 21.185 1.00 11.27 C 

39.349 55.955 20.651 1.00 11.37 O 

42.447 55.097 19.837 1.00 12.25 C 

41.565 54.630 18.835 1.00 11.58 O 

40.447 54.784 22.224 1.00 10.77 N 

39.195 54.235 22.777 1.00 11.32 C 

38.355 55.353 23.405 1.00 10.62 C 

37.122 55.366 23.273 1.00 11.20 O 

39.496 53.183 23.852 1.00 12.15 C 
39.949 51.857 23.276 1.00 12.70 C 
40.171 51.725 22.076 1.00 12.64 O 
40.097 50.857 24.148 1.00 13.84 N 
38.995 56.296 24.086 1.00 12.55 N 
38.215 57.357 24.708 1.00 11.86 C 
37.616 58.242 23.623 1.00 11.98 C 
36.519 58.762 23.783 1.00 11.96 O 
39.058 58.185 25.692 1.00 14.08 C 
38.181 58.985 26.669 1.00 14.07 C 
38.976 59.656 27.801 1.00 14.89 C 
39.897 60.637 27.248 1.00 15.41 N 
40.726 61.377 27.969 1.00 17.24 C 
40.749 61.247 29.294 1.00 16.70 N 
41.546 62.238 27.368 1.00 16.95 N 
38.329 58.415 22.514 1.00 11.56 N 
37.789 59.222 21.423 1.00 11.32 C 

36.497 58.548 20.943 1.00 12.31 C 
35.497 59.217 20.706 1.00 12.94 O 
38.802 59.311 20.285 1.00 12.44 C 
38.282 60.078 19.218 1.00 12.22 O 
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36.531 

35.367 

34.210 

33.069 

35.727 

34.498 

33.446 

32.852 

31.622 

34,007 

33.704 

33.198 

32.345 

31.306 

34.361 

34.871 

33.993 

36.221 

34.467 

36.695 

35.822 

36.310 

32.763 

31.989 

30.626 

29.610 

32.745 

30.597 

29.320 

28.419 

27.199 

29.560 

30.109 

30.540 

31.187 

30.275 

29.019 

28.296 

27.774 

26.808 

29.242 

28.658 

29.581 

28.895 
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28.851 
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60.068 
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59.988 
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56.325 
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52.497 
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60.112 
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33.886 66.412 19.425 1.00 14-60 C 

34.906 66.063 18.861 1.00 14-26 O 

31.906 65.968 17.948 1.00 14.24 C 

30.676 65.114 17.745 1.00 15.33 C 

30.749 63.728 17.834 1.00 14.20 C 

29.447 65.693 17.476 1.00 15.07 C 

29.617 62.922 17.660 1.00 14.32 C 

28.312 64.904 17.300 1.00 15.92 C 

28.405 63.525 17.392 1.00 17.08 C 

27.278 62.749 17.216 1.00 18.73 O 

33.832 67.485 20-211 1.00 15.28 N 

35.052 68.254 20.452 1.00 15.14 C 

36.035 67.386 21-239 1.00 13.84 C 

37.226 67.310 20.914 1.00 12.68 O 

34.728 69.531 21.235 1.00 15.29 C 

35.946 70.336 21.665 1.00 17.68 C 

36.838 70.743 20.508 1.00 19.14 C 

36.365 71.024 19.398 1.00 21.28 0 

38.148 70.795 20.767 1.00 21.95 N 

35.552 66.716 22.279 1.00 13.08 N 

36.459 65.851 23.033 1.00 13.12 C 

36.894 64.638 22.202 1.00 12.05 C 

38.033 64.195 22.303 l.OO 13.16 ( O 

35.826 65.424 24.350 1.00 13.77 ' C 

35.868 66.553 25.388 1.00 15.71 C 

35.303 66.097 26.707 1.00 21.10 C 

35.419 67.185 27.769 l.OO 23.38 C 

36.838 67.522 28.052 1.00 25.83 N 

36.006 64.103 21.368 1.00 12.84 N 

36.400 62.976 20.509 1.00 11.98 C 

37.550 63.439 19.621 1-00 13-81 C 
38.521 62.706 19.361 1.00 13-07 O 
35.210 62.528 19.631 1.00 12.91 C 
37.429 64.672 19.134 1.00 12.90 N 
38.457 65.243 18.275 1.00 13.16 C 
39.780 65.405 19.022 1.00 13.72 C 
40.835 65.032 18.513 1.00 13.66 O 
38.006 66.609 17.765 1.00 13.34 C 
39.053 67-318 16.953 1.00 15.44 C 
39.515 66.781 15.750 1.00 13.51 , C 
39.585 68.528 17.380 1.00 15.86 C 
40.493 67.455 14.983 1.00 15.85 C 

40.551 69.193 16.634 1.00 16.88 C 
40.996 68-659 15.442 1.00 15.82 C 
41.943 69.356 14.703 1.00 18.56 O 
39.723 65.974 20.218 1.00 14.43 N 
40.950 66.177 20.990 1.00 14.23 C 
41.677 64.857 21.231 1.00 13.59 C 
42.904 64.784 21.118 1.00 13.32 O 
40.622 66.837 22.324 1.00 15.37 C 
40.099 68.245 22.157 1.00 20.12 C 

39.552 68.842 23.441 1.00 20.86 C 
39.484 68.134 24.472 1.00 25.62 O 
39.187 70.039 23.415 1.00 26.04 O 
40.928 63.814 21.584 1.00 13.50 N 
41.532 62.514 21.818 1.00 12.90 C 
42.059 61.873 20.531 1.00 13.23 C 
43.044 61.147 20.566 1.00 12.91 O 
40.541 61.583 22.523 1.00 14.13 C 
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40.432 61.867 24.011 1.00 16.85 C 

41.325 62.545 24.568 1.00 18.53 0 

39.460 61.391 24.637 1.00 16.77 O 

41.387 62.122 19.405 1.00 11.96 N 

41.867 61.603 18.138 1.00 12.43 C 

43.185 62.298 17.821 1.00 13.35 C 

44.119 61.659 17.344 1.00 13.32 O 

43.257 63.611 18.071 1.00 13.03 N 

44.511 64.348 17.835 1.00 13.36 C 

45.642 63.806 18.692 1.00 12.86 C 

46.782 63.657 18.233 1.00 12.88 0 

44.338 65.837 18.150 1.00 14.06 C 

43.339 66.751 16.965 1.00 15.47 S 
45.349 63.525 19.954 1.00 14.14 N 
46.372 62.999 20.850 1.00 14.02 C 
46.836 61.621 20.371 1.00 14.80 C 
48.021 61.285 20.484 1.00 14.46 O 
45.826 62.901 22.276 1.00 15.54 C 
46.851 62-401 23.279 1.00 20.70 C 

47.913 63.444 23.527 1.00 24.64 C 
48.822 63.021 24.668 1.00 27.32 C 
49.754 64.123 25.051 1.00 29.38 N 

45.914 60.828 19.823' 1.00 11,94 N 
46.275 59.489 19.340 1.00 11.98 C 
47.290 59.635 18.210 1.00 12.58 C 
48.307 58.944 18.192 1.00 12.72 O 
45.033 58.717 18.825 1.00 12.46 C 
44.050 58.647 19.869 1.00 11.85 O 
45.415 57.287 18.429 1.00 12.95 C 
47.018 60.547 17.276 1.00 12.52 N 
47.931 60.776 16.149 1.00 13.68 C 
49.279 61.322 16.649 1.00 14.14 C 

50.340 60.897 16.156 1.00 15.75 O 
47.316 61.774 15.171 1.00 12.97 C 
48.339 62.148 14.088 1.00 14.09 C 
46.059 61.139 14.509 1.00 14.06 C 
49.237 62.249 17.618 1.00 14.34 N 
50.470 62.838 18.185 1.00 15.61 C 
51.375 61.753 18.783 1.00 16.12 C 
52.603 61.748 18.598 1.00 17.09 O 
50.142 63.840 19.309 1.00 16.60 C 
49.563 65.157 18.801 1.00 18.42 C 
49.525 65.369 17.581 1.00 21.21 O 
49.131 65.998 19.634 1.00 20.94 O 
50.763 60.823 19.503 1.00 14.50 N 
51.505 59.746 20.148' 1.00 15.58 C 
52.003 58.656 19.213 1.00 16.66 C 
53.140 . 58.155 19.340 1.00 18.01 O 
50.619 59.095 21.213 1.00 16.43 C 
50.333 59.994 22.420 1.00 15.79 C 
49.226 59.401 23.279 1.00 16.11 C 
51.627 60.132 23.246 1.00 17.34 C 
51.175 58.316 18.237 1.00 14.95 N 
51.484 57.206 17.353 1.00 14.66 C 
51.157 57.602 15.928 1.00 14.88 C 
50.185 57.141 15.338 1.00 13.72 O 
50.616 56.024 17.802 1.00 15.39 C 
51.039 54.664 17.334 1.00 17.91 C 
52.226 54.170 18.138 1.00 18.20 C 
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52.755 17.752 1.00 20.53 C 

52.430 18.316 1.00 20.09 N 

58.464 15.340 1.00 15.37 N 

58.884 13.971 1,00 15.49 C 

57.819 12.889 1.00 14.35 C 

58.050 11.819 1.00 15.78 O 

59.996 13.723 1.00 16.67 C 

59.605 14.597 1.00 16.62 C 

59.073 15.850 1.00 16.48 C 

56.653 13.136 1.00 14-88 N 
55.632 12.114 1.00 14.97 C 
54.827 12.143 1-00 15.87 C 
54.064 11.224 1.00 18.91 O 

54.654 12.243 1.00 16.47 C 
55.099 11.495 1.00 18.67 C 
55.990 10.617 1.00 15.35 O 
54.506 11.782 1.00 19.01 O 
54.993 13.184 1.00 15.61 N 
54.194 13.292 1.00 14.63 C 
54.813 12.575 1.00 15.30 C 
55.856 12.977 1.00 15.39 0 
53.962 14.774 1.00 13.32 C 
52.907 15.000 1.00 15.32 C 
51.666 14.431 1.00 14.05 C 
52.962 15.943 1.00 17.24 C 

50.943 14.969 1.00 16.65 N 
51.715 15.903 1.00 15.24 C 

53.944 16.827 1.00 18.73 C 
51.422 16.717 1.00 17.92 C 
53.649 17.637 1.00 19.76 C 
52.398 17.574 1.00 18.57 C 
54.152 11.509 1.00 15.37 N 
54.690 10.736 1.00 14.95 C 
54.956 11.491 1.00 14.89 C 

55.945 11.229 1.00 14.42 O 
54.091 12.443 1.00 15.50 N 
54.242 13.143 1.00 15.99 C 
55.540 13.903 1.00 15.83 C 
56.048 14.088 1.00 14.51 O 
53.039 14.063 1.00 17.49 C 
52.887 14.527 1.00 17.33 C 
51.482 15.145 1.00 18.85 C 
51.275 15.530 1.00 19.11 C 
49.948 16.210 1.00 16.05 N 
56.107 14.344 1.00 13.59 N 
57.365 15.043 1.00 14.78 C 
58.458 14.126 1.00 12.59 C 
59.334 14.552 1.00 12.70 O 
58.420 12.860 1.00 13.09 N 
59.412 11.907 1.00 12.32 C 
59.183 11.673 1,00 11.76 C 
60.125 11.451 1.00 12.82 O 
59.291 10.584 1.0.0 12.68 C 
59.577 10.731 1.00 11.75 C 
60.851 10.520 1.00 12.32 C 
58.571 11.134 1.00 14.80 C 
61.139 10.717 1.00 12.31 C 
58.837 11.329 1.00 13.19 C 
60.131 11.121 1.00 12.93 C 
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25.82 


C 


ATOM 


864 


O 


GLU 


A 


110 


36.031 


56.884 
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38.668 58.903 2.726 1.00 24.01 N 

39.101 59.836 1.707 1.00 23.88 C 

38.096 59.816 0.557 1.00 24.75 C 

37.699 60.865 0.053 1.00 24.78 O 

40.496 59.456 1.191 1.00 24.30 C 

40.964 60.294 0.005 1.00 25.63 C 

40.862 61.764 0.366 1.00 24.96 C 

42.391 59.917 -0.374 1.00 25.89 C 

37.688 58.615 0.158 1.00 25. B3 N 

36.728 58.461 -0.940 1.00 28.00 C 

35.426 59.180 -0.602 1.00 28.56 C 

34.835 59.858 -1.453 1.00 27.86 O 

36.451 56.975 -1.204 1.00 29.53 C 

35.485 56.724 -2.367 1.00 34.46 C 

35.330 55.247 -2.686 1.00 36.49 C 

36.312 54.556 -2.975 1.00 40.20 O 

34.095 54.756 -2.644 1.00 39.57 N 

34.979 59.039 0.644 1.00 28.19 N 

33.743 59.696 1.063 1.00 28.99 C 

33.879 61.214 1.000 1.00 29.17 C 

32.987 61.900 0.511 1.00 29.48 O 

33.350 59.279 2.489 1.00 30.33 C 

33.028 57.807 2.596 1.00 33.08 C 

32.580 57.193 1.630 1.00 33.32 O 

33.238 57.229 3.781 1.00 34.45 N 

34.999 61.744 1.486 1.00 28.25 N 

35.188 63.180 1.482 1.00 29.28 C 

35.345 63.729 0.071 1.00 31.31 C 

34.967 64.870 -0.202 1.00 31.10 O 

36.400 63.569 2.335 1.00 28.10 C 
36.227 63.309 3.831 1.00 25.76 C 
34.814 64.156 4.566 1.00 25.25 S 
33.640 62.801 4.589 1.00 25.11 C 
35.900 62.921 -0.823 1.00 34.08 N 
36.079 63.353 -2.206 1.00 36.98 C 
34.766 63.271 -2.984 1.00 38.24 C 
34.646 63.831 -4.077 1.00 39.05 O 
37.146 62.500 -2.897 1.00 38.22 C 
38.56B 62.879 -2.503 1.00 40.66 C 
39.617 61.981 -3.137 1.00 42.50 C 
40.809 62.351 -3.114 1.00 43.92 O 
39.252 60.900 -3.646 1.00 44.22 O 
33.780 62.583 r-2.419 1.00 39.27 N 
32.491 62.434 -3.087 1.00 40.40 C 
31.422 63.400 -2.580 1.00 41.71 C 
30.343 63/486 -3.166 1.00 41.50 O 
31.998 60.998 -2.943 1.00 39.87 C 
31.707 64.128 -1.503 1.00 42.14 N 
30.713 65.051 -0.960 1.00 42.62 C 

30.401 66.193 -1.927 1.00 41.64 C 
29.213 66.563 -2.021 1.00 42.91 O 
31.170 65.620 0.392 1.00 45.04 C 
32.291 66.640 0.306 1.00 47.51 C 
32.613 67.262 1.665 1.00 49.17 C 
31.499 68.034 2.212 1.00 51.04 N 
30.511 67.526 2.947 1.00 51.68 C 
30.486 66.232 3.240 1.00 52.22 N 
29.541 68.316 3.388 1.00 52.19 N 
31.349 66.716 -2.550 1.00 39.11 O 
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64.474 90.985 25.489 1.00 45.58 N 

65.895 91.007 25.027 1.00 44.89 C 

66.493 89.609 25.132 1.00 44.08 C 

66.351 88,784 24.221 1.00 44.28 O 

66.703 91.988 25.878 1.00 45.77 C 

67.168 89.349 26.247 1.00 42.56 N 

67.766 88.046 26.475 1.00 41.36 C 

66.617 87.060 26.657 1.00 40.28 C 

66.717 85.897 26.276 1.00 39.65 O 

68.642 88.072 27.723 1.00 41.18 C . 

65.518 87.550 27.225 1.00 38.84 N 

64.354 86.718 27.472 1.00 37.19 C 

63.747 86.224 26.165 1.00 34.89 C 

63.314 85.077 26.075 1.00 34.66 O 

63.319 87.499 28.289 1.00 39.13 C 

62.157 86.660 28.785 1.00 42.81 C 

61.235 87.415 29.731 1.00 44.78 C 

61.416 88.611 29.984 1.00 46.39 O 

60.235 86.716 30.258 1.00 45.01 N 

63.717 87.078 25.146 1.00 32.36 N 

63.159 86.661 23.864 1.00 30.31 C 
64.097 85.648 23.207 1.00 30.07 C 
63.658 84.584 22.761 1.00 28.88 O 
62.946 87.860 22.903 1.00 30.70 C 
62.552 87.357 21.511 1.00 29.09 C 
61.853 88.763 23.440 1.00 28.94 C 
65.387 85.967 23.163 1.00 28.74 N 
66.357 85.058 22.554 1.00 29.27 C 
66.405 83.728 23.294 1.00 27.83 C 
66.526 82.670 22.669 1.00 27.35 O 
67.755 85.676 22.535 1.00 32.76 C 
67.838 86.900 21.643 1.00 35.77 C 
67.250 86.928 20.555 1.00 38.43 O 
6B.584 87.916 22.088 1.00 38.15 N 
66.321 83.776 24.622 1.00 26.19 N 
66.351 82.544 25.409 1.00 26.12 C 
65.167 81.660 25.020 1.00 24.39 C 
65.327 80.462 24.799 1.00 24.31 O 
66.306 82.846 26.918 1.00 29.60 C 
65.985 81.606 27.773 1.00 34.45 C 

66.160 81.816 29.278 1.00 37.74 C 
65.767 82.885 29.802 1.00 40.40 O 
66.676 80.887 29.944 1.00 40.20 O 
63.982 82. 2S2 24.928 1.00 22.62 N 
62.795 81.485 24.558 1.00 21.23 C 
62.865 80.966 23.125 1.00 21.65 C 
62.425 79.851 22.832 1.00 21.11 O 
61.538 82.334 24.741 1.00 23.80 C 
61.052 82.476 26.183 1.00 23.97 C 
59.948 83.531 26.236 1.00 26.53 C 
60.555 81.121 26.707 1.00 23.86 C 
63.403 81.776 22.216 1.00 20.28 N 
63.524 81.332 20.835 1.00 18.83 C 
64.445 80.111 20.797 1.00 18.04 . C 
64.143 79.110 20.154 1.00 15.97 O 
64.128 82.427 19.943 1.00 19.45 C 
64.138 82.030 18.469 1.00 21.42 C 
65.043 82.923 17.611 1.00 23.45 C 
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66.872 70.194 19.129 1.00 20.51 O 

64.363 68.223 18.971 1.00 18.07 N 

64.169 66.871 19.509 1-00 17.25 C 

62.742 66.387 19.262 1.00 18.89 C 

62.278 65.440 19.875 1.00 20.12 O 

64.537 66.771 21.017 1.00 17.06 C 

66.021 67.004 21.171 1.00 18.53 C 

63.753 67.771 21.857 1.00 16.89 C 

62.044 67.054 18.352 1.00 18.10 N 

60.702 66.624 18.013 1.00 17.81 C 

59.597 66.906 19.004 l.OO 18.54 C 

58.497 66.369 18.866 1.00 19.35 O 

59.869 67.744 19.998 1.00 17.88 N 

58.850 6B.088 20.972 1.00 17.27 C 

58.185 69.370 20.476 1.00 17.23 C 

58.460 70.483 20.930 1.00 17.32 O 

59.479 68.234 22.351 1.00 20.42 C 

59.954 66.892 22.893 1.00 18.97 C 

59.433 65.851 22.493 1.00 21.84 O 

60.922 66.910 23.797 1.00 19.87 N 

57.271 69.166 19.539 1.00 15.66 N 

56.592 70.265 18.877 1.00 15.94 C 

55.708 71.108 19.766 1.00 16.82 C 

55.710 72.335 19.662 1.00 17.31 O 

55.810 69.729 17.676 1.00 16.18 C 

56.769 68.920 16.801 1.00 18.59 C 

55,210 70.892 16.884 1.00 16.88 C 

56.118 68.165 15.682 1.00 22.05 C 

54.944 70.483 20.655 1.00 18.28 N 

54.085 71.275 21.540 1.00 19.05 C 

54.934 72.213 22.409 1.00 18.41 C 

54.582 73.385 22.631 1.00 18.75 O 

53.290 70.358 22.464 1.00 21.22 C 

52.184 69.621 21.755 1.00 25.79 C 

51.746 68.592 22.308 1.00 30.10 O 

51.735 70.071 20.680 1.00 27.47 O 

56.049 71.690 22.910 1.00 18.33 N 

56.947 72.484 23.747 1.00 18.27 C 

57.490 73.635 22 . 923 1 . 00 17 . 44 C 

57.581 74.765 23.403 1.00 18.96 O 

58.116 71.639 24.261 1.00 20.92 C 

57.700 70.673 25.350 1.00 26.61 C 

56.607 70.861 25.944 1.00 29.07 O 

58.478 69.732 25.622 1.00 29.93 O 
57.847 73.353 21.678 1.00 16.58 N 
58.381 74.402 20.806 1.00 16.52 C 
57.335 75.502 20.624 1.00 15.73 C 
57.635 76.679 20.771 1.00 14.38 O 
58.781 73.814 19.452 1.00 15.09 C 
56.104 75.109 20.316 1.00 15.98 N 
55.029 76.072 20.110 1.00 16.46 C 
54.829 76.951 21.349 1.00 16.80 C 
54.614 78.164 21.246 1.00 16.62 O 
53.734 75.333 19.74$ 1.00 16.82 C 
53.707 74.699 18.356 1.00 16.80 C 

52.479 73.784 18.212 1.00 15.12 C 
53.691 75.821 17.276 1.00 16.59 C 
54.913 76.342 22.523 1.00 16.88 N 
54.746 77.107 23.755 1.00 19.01 C 
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51*159 86.845 23.506 1.00 35.04 C 

49.914 86.001 23.235 1.00 37.72 C 

48.837 86.769 22-547 1.00 38.46 N 

56.165 88.504 24.254 1.00 24>95 N 

57.136 89.503 24.690 l.OO 25.30 C 

57.589 90.430 23.551 1.00 26.16 ' C 

57.881 91.607 23.776 1*00 24.97 O 

58.377 88.828 25.269 1.00 26.39 C 

58.241 87.987 26.539 1.00 26.64 C 

59.573 87.310 26.835 1.00 29.29 C 

57.837 88.885 27.707 1.00 28.28 C 

57.642 89.904 22.330 1.00 24.44 N 

58.109 90.680 21.182 1.00 24.65 C 

57.230 90.350 19.990 1.00 24.38 C 

57.632 89.600 19.094 1.00 23.79 O 

59.562 90.291 20.905 1.00 27.70 C 

60.217 91.146 19.854 1.00 29.07 C 

59.619 92.154 19.410 1.00 30.77 O 

61.352 90.791 19.478 1.00 33.28 O 

56.020 90.918 19.951 1.00 23.75 N 

55.078 90.667 18.860 1.00 22.92 C 

55.466 91.161 17.470 1.00 21.83 C 

54.724 90.929 16.520 1.00 22.54 O 
53.794 91.307 19.372 1.00 24.87 C 
54.306 92.457 20.168 1.00 23.94 C 
55.462 91.886 20.919 1.00 24.33 C 
56.605 91.841 17.345 1.00 22.20 N 
57.040 92.311 16.028 1.00 23.38 C 
58.257 91.570 15,510 1.00 21.84 C 
58.870 91.988 14.532 1.00 22.24 O 
57.359 93.804 16.064 1.00 27.01 C 

56.147 94.667 15.968 1.00 30.07 C 
55.675 95.149 14.766 1.00 32.27 N 
55.278 95.093 16.914 1.00 32.73 C 
54.566 95.834 14.975 1.00 33.12 C 
54.303 95.816 16.268 1.00 34.39 N 
58.596 90.457 16.147 1.00 19.39 N 
59.765 89.694 15.744 1.00 18.55 C 
59.361 88.645 14.716 1.00 17.34 C 
58.831 87.593 15.070 1.00 18.11 O 
60.393 89.029 16.971 1.00 17.37 C 
61.744 88.433 16.678 1.00 19.17 C 
62.011 87,982 15.557 1.00 18.53 O 
62.610 88.414 17.682 1.00 20.09 N 
59.626 88.942 13.448 1.00 16.16 N 
59.270 88.058 12.349 1.00 14.80 C 
59.906 86.684 12.455 1.00 13.78 C 
59.357 85.721 11.940 1.00 14.21 O 
59.689 88.681 11.025 1.00 16.69 C 
61.124 89.093 10.996 1.00 15.73 C 
61.595 90.176 11.706 1.00 15.31 N 
62.204 88.538 10.390 1.00 17.44 C 
62.906 90.270 11.539 1.00 17.19 C 
63.298 89.289 10.745 1.00 17.18 N 
61.076 86.595 13.081 1.00 13.10 N 

61.725 85.287 13.197 1.00 14.17 C 
60.904 84.356 14.071 1.00 14.62 C 
60.826 83.149 13.802 1.00 12.64 O 

63.148 85.420 13.749 1.00 14.55 C 
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84.057 14.040 1.00 14.74 C 

86.193 12.732 1.00 16.62 C 

84.906 15.096 1.00 13.80 N 

84-065 15.983 1.00 14.66 C 

83.528 15.257 1.00 14.07 C 

82.364 15.419 1.00 14.71 O 

84.848 17.213 1.00 13.79 C 

85.471 17.998 1.00 15.00 C 

86.298 19.142 1.00 17.27 C 

84.398 18.535 1.00 18.15 C 

84.357 14.438 1.00 13.91 N 

83.885 13.697 1.00 13.25 C 

82.880 12.641 1.00 13.25 C 

81.958 12.375 1.00 13.01 O 

85.039 13.015 1.00 15.44 C 

85.947 13.993 1.00 15.79 C 

85.622 14.540 1.00 16.77 C 

87.145 14.355 1.00 18.25 C 

86.495 15.424 1.00 19.36 C 

88.003 15.231 1.00 19.68 C 

87.678 15.756 1.00 19.07 C 

88.568 16.626 1.00 22.25 O 

83.069 12.038 1.00 13.23 N 

82.148 11.013 1.00 12.16 C 

80.804 11.681 1.00 11.74 C 

79.761 11.168 1.00 12.97 O 

82.669 10.382 1.00 13.14 C 

81.747 9.435 1.00 12.04 O 

80.825 12.813 1.00 11.40 N 

79.577 13.517 1.00 11.55 C 

78.906 13.971 1.00 12.02 C 

77.678 13.847 1.00 12.31 O 

79.834 14.742 1.00 11.38 C 

B0. 116 14.367 1.00 12.57 C 

80.164 13.191 1.00 13.06 O 

80.284 15.378 1.00 13.21 N 

79.696 14.499 1.00 13.02 N 

79.094 14.961 1.00 12.86 C 

78.511 13.797 1.00 12.29 C 

77.489 13.967 1.00 14.53 O 

80.073 15.762 1.00 12.45 C 

79.309 16.619 1.00 13.94 C 

80.225 17.554 1.00 14.48 C 

81.255 16.837 1.00 15.19 N 

82.186 17.438 1.00 15.96 C 

82.212 18.770 1.00 16.54 N 

83.116 16.710 1.00 17.61 N 

79.144 12.621 1.00 12.04 N 

78.637 11.441 1.00 13.09 C 

77.245 11.136 1.00 12.76 C 

76.307 10.851 1.00 13.59 O 

79.564 10.239 1.00 12.73 C 

79.026 9.078 1.00 14.14 O 

77.124 11.188 1.00 11.97 N 

75.824 10.970 1.00 12.20 C 

74.795 11.986 1.00 13.40 C 

73.657 11.623 1.00 14.42 O 

75.957 11.108 1.00 13.32 C 

75.184 13.258 1.00 12.81 N 
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62.598 78.642 3.654 1.00 36.33 O 

64.202 77.587 2.595 1.00 38.37 O 

64.350 74.892 7.767 1.00 19.20 N 

64.918 74.958 9.098 1.00 20.17 C 

64.565 76.269 9.801 1.00 16.38 C 

64.370 77.306 9.154 1.00 17.03 0 

66.443 74.832 9.022 1.00 24.01 C 

66.942 73.547 8.327 1.00 31.90 C 

66.661 72.277 9.129 1.00 35.04 C 

66.958 72.282 10.345 1.00 39.14 O 

66.162 71.273 8.548 1.00 36.85 O 

64.494 76.215 11.127 1.00 15.90 N 

64.183 77.407 11,928 1.00 15.54 C, 

65.426 78.286 12.095 1.00 16.76 C 

66.565 77.846 11.872 1.00 17.49 0 

63.613 77.062 13.350 1.00 17.29 C 

62.255 76.367 13.222 1.00 17.25 C 

64.592 76.200 14.134 1.00 17.88 C 
65.196 79.536 12.488 1.00 15.71 N 
66.275 80.500 12.665 1.00 17.76 C 
66.485 80.900 14.117 1.00 18.90 C 
65.627 80.576 14.966 1.00 17.43 O 
65.961 81.755 11.846 1.00 16.22 C 
65.948 81.481 10.385 1.00 17.41 C 
67.049 81.292 9.826 1.00 21.94 O 
64.856 81.433 9.798 1.00 16.64 0 
67.510 81.558 14.392 1.00 21.83 O 

55.055 92.809 -2.272 1.00 14.94 NI 

53.108 62.432 9.501 1.00 15.51 NI 

55.593 62.366 28.283 0.50 36.28 NI 
52.202 96.348 16.463 0.50 36.28 NI 
54.998 62.631 7.073 1.00 18.58 C 
56.252 63.295 6.499 1.00 19.95 C 
54.965 61.182 6.566 1.00 18.28 C 
53.679 63.352 6.603 1.00 17.13 C 
55.185 62.844 8.500 1.00 17.41 N 
55.950 63.667 5.176 1.00 26.62 O 
55.952 60.436 7.298 1.00 18.09 O 
52.528 62.765 7.287 1.00 20.17 O 
52.101 64.546 11.480 1.00 21.30 C 
51.719 65.938 11.983 1.00 22.90 C 
50.793 63.715 11.436 1.00 20.67 C 
53.090 63.815 12.448 1.00 21.10 C 
52.805 64.830 10.220 1.00 21.96 N 
51.080 66.602 10.935 1.00 24.33 O 
50.887 62.765 10.367 1.00 19.56 O 
53.485 62.549 11.846 1.00 20.49 O 
53.442 91.334 -0.739 1.00 16.85 C 
54.012 92.256 0.360 1.00 17.64 C 
52.336 92.136 -1.490 1.00 16.81 C 
52.765 90.093 -0.150 1.00 17.67 C 
54.635 90.850 -1.480 1.00 14.17 N 
54.705 93.310 -0.244 1.00 18.69 O 
52.926 92.940 -2.525 1.00 17.96 O 
52.419 89.236 -1.252 1.00 20.38 O 
55.629 94.469 -4.518 1.00 17.88 C 
55.163 95.717 -5.269 1.00 19.02 C 
57.151 94.346 -4.733 1.00 17.99 C 
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93.155 -5.070 1.00 18.26 C 

94.742 -3.159 1.00 15.95 N 

95.861 -4.998 1.00 22.18 O 

95.318 -3.906 1.00 19.83 O 

92.030 -4.233 1.00 17.54 O 

59.799 16.974 1.00 12.43 O 

57.345 15.318 1.00 14.06 O 

80.593 10.480 1.00 15.16 O 

87.491 5.203 1.00 13.81 O 

52.157 19.433 1.00 14.03 0 

55.904 13.835 1.00 17.09 O 

57,227 16.229 1.00 16.39 0 

60.260 17.953 1.00 19.27 O 

75.900 6.745 1.00 16.50 O 

78.198 -4.034 1.00 17.67 O 

76.936 7.114 1.00 12.79 O 

68.625 22.984 1.00 19.19 O 

72.473 15.882 1.00 20.40 O 
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50.526 23.899 1.00 31.58 O 

58.193 23.041 1.00 24.74 O 

73.270 15.766 1.00 27.11 O 

53.113 10.774 1.00 27.74 O 

65.429 9.909 1.00 24.55 O 

47.838 23.904 1.00 26.86 0 

62.863 15.224 1.00 29.56 O 

86.546 -0.352 1.00 19.25 O 

69.188 26.048 1.00 20.04 O 

84.546 13.451 1.00 28.05 O 

73.984 22.991 1.00 26.34 O 

49.529 33.504 1.00 30.57 0 

76.531 -5.987 1.00 23.50 O 

90.014 -1.393 1.00 23.11 O 

S2..463 14.647 1.00 27.27 O 

70.760 24.552 1.00 32.09 O 

88.647 9.321 1.00 30.05 O 

59.691 33.056 1.00 26.02 O 

76.401 0.950 1.00 33.10 O 

73.246 -3.319 1.00 32.27 O 

65.696 14.460 1.00 30.80 O 
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59.603 -4.152 1.00 36.97 O 

80.610 2.234 1.00 27.62 O 

93.484 10.488 1-00 36.63 O 

58.154 16.597 1.00 33.07 0 

68.909 1.972 1-00 34.25 O 

95.445 9.002 1.00 34.14 O 

69.620 8.303 1.00 32.76 O 

80.779 17.232 1.00 34.20 O 

84.635 3.120 1.00 32..42 O 

56.332 27.386 1.00 42.75 O 

69.519 26.078 1.00 32.91 O 

48.820 13.676 1.00 26.74 O 

74.420 2.228 1.00 22.95 O 

52.200 8.232 1.00 42.30 O 

64.358 11.018 1.00 30.09 O 

54.558 39.006 1.00 34.67 O 

77.280 22.439 1.00 43.54 O 

53.157 4.139 1.00 32.53 O 

56.480 -1.302 1.00 30.99 O 

56.473 37.500 1.00 34.13 . O 

73.335 10.520 1.00 40.90 O 
66.367 5.738 1.00 23.73 O 
71.870 13.978 1.00 32. 8B O 
53.826 31.380 1.00 40.92 O 
44.266 33.391 1.00 28.66 O 

92.238 5.008 1.00 28.02 O 
66.418 12.369 1.00 29.15 O 
86.467 15.445 1.00 38.68 O 
73.721 9.490 1.00 34.45 O 
66.764 22.025 1.00 33.73 O 

84.053 -9.816 1.00 37.75 O 

49.239 22.194 1.00 37.33 O 
61.444 20.349 1.00 38.07 O 
47.824 15.147 1.00 31.41 O 
58.970 35.588 1.00 34.83 O 
74.985 15.567 1.00 44.67 O 
53.381 36.175 1.00 41.58 O 
78.095 2.784 1.00 30.09 O 
69.601 11.974 1.00 27.23 O 
92.028 -4.368 1.00 34.59 O 
44.163 25.173 1.00 36.26 O 
67.449 8.713 1.00 28.67 O 
67.343 13.871 1.00 38.68 O 
69.051 13.105 1.00 38.12 O 
68.045 21.752 1.00 24.62 O 
76.524 0.237 1.00 41.75 O 

61.336 32.837 1.00 33.85 O 
52.603 36.950 1.00 40.55 O 
85.398 27.538 1.00 34.11 O 
61.352 0.637 1.00 45.93 O 
70.715 1.798 1.00 35.57 O 
51.082 12.706 1.00 31.23 O 
67.330 9.877 1.00 33.04 O 
85.326 -1.113 1.00 28.31 O 
51.274 12.544 1.00 37.22 O 
68.203 10.038 1.00 24.44 O 
81.734 12.973 1.00 38.38 O 

63.054 3.932 1.00 29.97 O 
77.630 -0.377 1.00 30.74 O 



WO 01/73019 



HETATM 


2172 


O 


HOH 


173 


HETATM 


2173 


O 


HOH 


174 


HETATM 


2174 


O 


HOH 


175 


HETATM 


2175 


O 


HOH 


176 


HETATM 


2176 


O 


HOH 


177 


HETATM 


2177 


O 


HOH 


178 


HETATM 


2178- 


O 


HOH 


179 


HETATM 


2179 


O 


HOH 


180 


HETATM 


2180 


O 


HOH 


181 


HETATM 


2181 


O 


HOH 


182 


HETATM 


2182 


O 


HOH 


183 


HETATM 


2183 


O 


HOH 


184 


HETATM 


2184 


O 


HOH 


185 


HETATM 


2185 


O 


HOH 


186 


HETATM 


2186 


O 


HOH 


187 


HETATM 


2187 


O 


HOH 


188 


HETATM 


2188 


O 


HOH 


189 


HETATM 


2189- 


O 


HOH 


190 


HETATM 


2190 


O 


HOH 


191 


HETATM 


2191 


O 


HOH 


192 


HETATM 


2192 


O 


HOH 


193 


HETATM 


2193 


O 


HOH 


194 


HETATM 


2194 


O 


HOH 


195 


HETATM 


2195 


O 


HOH 


196 


HETATM 


2196 


O 


HOH 


197 


HETATM 


2197 


O 


HOH 


198 


HETATM 


2198 


O 


HOH 


199 


HETATM 


2199 


O 


HOH 


200 


HETATM 


2200 


O 


HOH 


201 


HETATM 


2201 


O 


HOH 


202 


HETATM 


2202 


O 


HOH 


203 


HETATM 


2203 


O 


HOH 


204 


HETATM 


2204 


O 


HOH 


205 


HETATM 


2205 


O 


HOH 


206 


HETATM 


2206 


O 


HOH 


207 


HETATM 


2207 


O 


HOH 


208 


HETATM 


2208 


O 


HOH 


209 


HETATM 


2209 


O 


HOH 


210 


HETATM 


2210 


O 


HOH 


211 


HETATM 


2211 


O 


HOH 


212 


HETATM 


2212 


O 


HOH 


213 


HETATM 


2213 


O 


HOH 


214 


HETATM 




O 


HOH 


215 


XI "C *"P 7A Ttyjf 


1501 c 


O 


HOH 


216 




X 0 


vJ 


riOH 


•JIT 


ncjXAlrl 


C.£. JL r 




riOH 


218 


UCT A rrrjuf 

ntiTATM 




O 


HOH 


219 


HETATM 


Oil Q 


0 


HOH 


220 


HETATM 


2220 


0 


HOH 


221 


HETATM 


2221 


0 


HOH 


222 


HETATM 


2222 


0 


HOH 


223 


HETATM 


2223 


0 


HOH 


224 


HETATM 


2224 


0 


HOH 


225 


HETATM 


2225 


0 


HOH 


226 


HETATM 


2226 


0 


HOH 


227 


HETATM 


2227 


0 


HOH 


228 


HETATM 


2228 


0 


HOH 


229 


HETATM 


2229 


0 


HOH 


230 


HETATM 


2230 


0 


HOH 


231 



PCTYEPO 1/03617 

89/137 



41.574 74.661 7.857 1.00 36.80 0 

67.479 78.923 25.905 1.00 33.77 0 

42.528 81.119 7.048 1.00 30.96 O 

68.073 76.232 24.925 1.00 36.67 0 

43.687 45.124 21.155 1.00 35.25 0 

54.934 56.739 18.157 1.00 28.18 O 

69.059 90.446 -4.862 1-00 38.25 O 

57.542 95.699 12.815 1.00 36.64 O 

43.840 75.745 13.465 1.00 36.83 0 

47.295 66.577 5.391 1.00 27.12 0 

65.253 87.056 1.845 1.00 37.91 O 

26.993 59.671 34.451 1.00 45.75 O 

31.477 65.205 27.567 1.00 33.25 0 

55.954 70.635 -3.013 1.00 46.48 O 

49.825 85.047 18.443 1.00 39.52 O 

51.277 51.647 10.062 1.00 43.28 O 

54.993 67.306 8.080 1.00 36.13 O 

65.307 90.728 0.457 1.00 29.89 O 

59.418 88.656 32.362 1.00 34.25 O 

42.406 51.055 10.249 1.00 39.49 O 

46.490 66.577 1.481 1.00 39.96 O 

48.629 83.763 -2.460 1.00 32.67 O 

44.537 64.833 27.307 1.00 43.85 O 

40.696 71.473 19.426 1.00 36.22 O 
30.356 46.794 32.724 1.00 37.91 O 
64.956 86.943 17.5S2 1.00 37.58 O 
47.159 87.376 -13.501 1.00 36.65 O 
54.199 63.596 16.177 1.00 40.65 O 
52.757 56.436 29.582 1.00 38.52 O 
30.244 62.207 6.918 1.00 35.57 O 
63.327 80.667 29.142 1.00 42.69 O 
49.230 81.220 14.690 1.00 37.37 O 
42.453 64.447 29,032 1.00 44.26 O 
39.949 58.159 -3.058 1.00 44.04 O 
55.005 66.335 5.519 1.00 39.66 O 
63.335 83.516 28.788 1.00 41.19 O 
67.497 82.357 7.404 1.00 33.00 O 
50.473 72.547 21.046 1.00 38.61 o' 
36.361 54.498 36.358- 1.00 41.65 O 
32.240 60.448 35.384 1.00 41..55 O 
50.266 66.067 21.891 1.00 42.59 O 

68.229 80.618 18.713 1.00 46.78 O 
29.226 66.294 29.054 1.00 37.87 O 
48.600 65.992 13.314 1.00 34.32 O 

67.230 78.871 5.900 1.00 39.88 O 
57.105 57.271 2.245 1.00. 31.87 O 
51.814 95.481 -1.497 1.00 35.32 O 
39.039 50.769 1.246 1.00 40.13 O 
40.780 60.060 36.105 1.00 42.49 O 
47.226 69.945 20.462 1.00 44.75 O 
38.150 74.763 11.267 1.00 42.51 O 
58.741 67.115 12.503 1.00 42.05 O 
63.176 85.382 -9.941 1.00 43.09 O 
59.262 72.986 -1.282 1.00 37.55 O 

28.697 53.770 17.284 1.00 40.40 O 
68.669 83.054 0.710 1.00 45.89 O 
68.586 85.452 18.664 1.00 48.68 O 
48.303 72.951 16.802 1.00 43.67 O 
48.645 68.944 22.552 1.00 50.19 O 
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Ubersetzung der Beschreibung der Figur 3D 

Figur 3D 

CHAPERON 

KRISTALLSTRUKTUR DER TPRl— DOMAENE VON HOP IM KOMPLEX MIT EINEM HSC70 PEPTID 
MOL_ID:l; 

MOLEKUEL TPRl— DOMAENE VON HOP 
KETTE A, B; 

FRAGMENT: N-TERMINALE DOMAENE; 
KONSTRUIERT: JA; 
MOL_ID 2 

MOLEKUEL: HSC7 0— PEPTID 
KETTE: C, D; < 
KONSTRUIERT: JA 
MOLJLD: 1; 

ORGANISMUS_WISSENSCHAFTLICH: HOMO SAPIENS; 
ORGAN I SMUS_GEBRAEUCHLI CH : MENSCH • 
EXPRESSIONS_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI 
EXPRESSIONS_SYSTEM_GEMEIN: BAKTERIEN 
EXPRESSIONS_SYSTEM_PLASMID PPRO-EX-HTA 
MOL_ID2: 
SYNTHETISCH: JA 

ANDERE EINZELHEITEN: DIESE SEQUENZ KOMMT NATUERLI CHE RWE I S E IN MENSCHEN VOR 
HOP, TPR- DOMAENE, PEPTID- KOMPLEX, HELIKALER REPEAT, HSC70, HSP70, PROTEIN- 
BINDEND 

ROENTGENBEUGUNG 

C. SCHEUFLER, A. BRINKER, F.U. HARTL, I.MOAREFI 

KRISTALLSTRUKTUR DER TPRl— DOMAENE VON HOP IM KOMPLEX MIT EINEM HSC7 0 PEPTID 
ZUR VEROEFFENTLICHUNG VORGESEHEN 

AUFLO ESUNG 1, 6A 

VERFEINERUNG 
PROGRAMM: CNS1 

AUTHOREN ! BRUNGER, ADAMS 



VERFEItfERUNGSZIEL: ENGH UND HUBER 

IN DER VERFEINERUNG EINGESETZTE DATEN 

OBEREER AUFLOE SUNGS BEREI CH 1, 6A 
UNTERER AUFLOESUNGSBEREICH 18,87A 

AUSSCHLUSSKRITERIUM FUER DIE DATEN ( SIGMA ( F) ) : KEINES 
VOLLSTAENDIGKEIT (ARBEITS UND TEST) 95,8% 
ANZAHL DER REFLEXE: 308 04 

FIT DER IN DER VERFEINERUNG EINGESETZTEN DATEN 
KREUZVALIDIERUNGSMETHODE: DURCHGEHEND 

WAHL DES TES T DATEN SATZES FUER FREIEN R WERT: ZUFAELLIG 
R WERT (ARBEITSSATZ ) : 18% 
FREIER R WERT 0,215 

GROESSE DES TESTDATENSATZES FUER FREIEN R WERT: 10,1% 
ANZAHL DER REFLEXE IM TESTDATENSATZ : 3100 
GESCHAETZTER FEHLER DES FREIEN R WERTS : 0,004% 

FIT IN DER HOECHSTEN AUFLOESUNGSSCHALE : 
ANZAHL DER SCHALEN GSSAMT v : 6 
HOECHSTE AUFLOESUNGSSCHALE: 1, 6A 
NIEDRIGSTE AUFLOESUNGSSCHALE: 1,7A 
VOLLSTAENDIGKEIT (FREIE UND ARBEITS) 81% 
ANZAHL DER REFLEXE IN DER SCHALE: 3 879 
R WET (ARBEIT) 0,244 
FREIER R WERT: 0,2640 
GROESSE DES TEST SATZES : 10% 
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Fortsetzung Fig. 3D 



ANZAHL DER REFLEXE IM TESTSET: 433 

GESCHAETZTER FEHLER DES FREIEN R WERTS IN DER SCAHLEr 0,013 

ANZHL DER NICHT WAS S ERS TO FF ATOME BEI DER VERFEINERUNG 
P ROT EINATOME : 1959 
NUKLEINSAEUREATOME: 0 
HETEROATOME: 36 
SOLVENSATOME: 245 

B WERTE 

AUS DEM WILSON PLOT 21 , 8 A** 2 

DURCHSCHNITTLICHER TEMPERATURWERT: 22,2 A**2 

ANISOTROPER TEMPERATURWERT UEBER ALLES 

Bll <A**2) : -1.65 

B22 <A**2) : -1.65 

B33(A**2) : 3,3 

B12 (A**2) : 0 

B13 <A**2) : 0 

B23 (A**2) : 0 



GESCHAETZTER KOORDINATENFEHLER 

ESD (GESCHAETZTE STANDARDABWEI CHUNG ) AUS LUZATTI-PLOT : 0,16 A**2 
ESD AUS SIGMAA: 0, 13A**2 
UNTERE AUFLOESUNGSGRENZE: 5A 

KREUZVALIDIERTER GESCHAETZTER KOORDINATENFEHLER 
ESD AUS C-V LUZATTI-PLOT: 0,12 A**2 
ESD AUS C-VSIGMAA: 0,14A**2 



RMS ABWE I CHUNGEN VON DEN IDEALEN WERT EN 
BINDUNGSLAENGEN: 0, 008A 
BINDUNGSWINKEL : 1,3 GRAD 
DIEDERWINKEL : 17,8 GRAD 
IMPROPER WINKEL: 0,77 GRAD 

ISOTROPISCHES THERMISCHES MODELL: RESTRAINED 

ISOTROPE RESTRAINTS DER TEMPERATURFAKTOREN 
HAUPTKETTENBINDUNGEN: 1,13 A**2; 1,5 SIGMA 
HAUPTKETTENWINKEL : 1,72 A**2; 2 SIGMA 
SEITEKETTENBINDUNGEN: 2,27 A**2; 2 SIGMA 
SEITENKETTENWINKEL: 3,43 A**2; 2,5 SIGMA 



MASSENSOLVES MODELLIERUNG 
BENUTZTE METHODE: F LACHES MODELL 
KSOL: 0,42 
BSOL: 46,36 



NCS MODELL: KEINES 

NCS RESTRAINTS: KEINE 

PARAMETER DAT EI 1: PROTEIN_REP . PA. 

PARAMETER DAT EI 2: WAT ER_RE P . PARA 

PARAMETER DAT EI 3: ION. PAR 

PARAMETER DATEI 4: TRS . PAR 

TOPOLOGIEDATEI 1: PROTEIN. TOP 
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Fortsetzung Fig. 3D 



TOPOLOGIEDATEI 2: TRS , TOP 
TOPOLOGIEDATEI 3: ION. TOP 
TOPOLOGIEDATEI 4: WATER. TOP 

WEI T ERE BEMERKUNGEN ZUR VERFEINERUNG : KEINE 

1ELW 1ST MIT FORMAT V.2.3, 09-JULI-199B KONFORM 

DIESER E INT RAG WURDE VOM RCSB AM 21-MAR-2000 PROZESSIERT. 
DER RCSB KODE 1ST RCSB010712 

DETAILS DES EXPERIMENTS 

ART DES EXPERIMENTS : ROENTGENBEUGUNG 

DATUM DER DATENSAMMLUNG: 10.2.1999 

TEMPERATUR: 10 OK 

PH: 8.5 

ANZAHL DER VERWENDETEN KRISTALLE: 1 

SYNCHROTRON: JA 
STRAHLENQUELLE: NSLS 
BEAMLINE: X12B 
ROENTGEN GENERATOR : KEINER 
MONOCHROMATI SCH 
WELLENLAENGE : 0 , 9 4 9A 
KEIN MONOCHROMATOR 
KEINE OPTIK 

DETEKTORART: CCD 

HERS TELLER: AD SO- QUANTUM 4 

PROTGRAMM ZUR INTEGRATION DR INTENSITAETEN : DENZO 
SKALIERUNGSPROGRAMM: SCALEPACK 

ANZAHL DER EINZIGARTIGEN REFLEXE: K/A 
OBERES AUFLOESUNGS LIMIT : 1, 6A 
UNTERES: 20, OA 

AUS S CHLU S SKRIT ERI EN (SIGMA(I) ) : 0,0 
UEBER ALLES 

VOLLSTAENDIGKEIT: 95, 8% 
REDUNDANZ DER DATEN: 0,0 
R MERGE (I) : 0,041 
R SYM (I) : KEINER 

<I/SIGMA(I)> FUER DEN DAT EN SAT Z : 32,5 

IN DER HOECHSTEN AUFLOESUNGS SSCHALE 
OBERE GRENZE : 1, 6A 
UNTERE GRENZE: 1,66A 

VOLLSTAENDIGKEIT DIESER SCHALE: 75,2% 
REDUNDANZ IN DIESER SCHALE: 0 
R MERGE IN DIESER SCHALE: 0,305 
R SYM IN DIESER SCHALE: KEINER 
<I/SIGMA(I)> FUER DIESE SCHALE: KEINE 

BEUGUNGS PROTOKOLL: EINZELNE WELLENLAENGE 
METHODE DER STRUKTURBE5TIMMUNG: KEINE 
VERWENDETES PROGRAMM: AMORE 
AUS GANGSMODELL : KEINES 

ANMERKUNG: KEINE 



KRI STALL 

LOSUNGSMITTEL GEHALT: VS (%) : NULL 



WO 01/73019 



94/137 



PCT7EP01/03617 



Fortsetzung Fig. 3D 

MATTHEWS KOEFFIZIENT: VM (A** 3/DA) : NULL 

KRI STALL I SAT IONS BED INGUNGEN : PEG MME 2000, TRIS, NICKEL CHLORID, XYLIT 
KRIS TALL SYMMETRIE 

S YMMETRI OPERATOREN FUER RAUMGRUPPE P41 
■ • • • 

wobei NNN -> OPERATIONSNUMMER 

MMM TRANSLATION SVEKTOR 

KRI STALLOGRAPH I S CHE S YMMETRIETRAN S FORMATION 

DIE FOLGENDEN TRANS FORMATIONEN GELTEN FOR ATOM/ HETATM 



BIOMOLEKUEL 1,2 

DIESER EINTRAG BEINHALTET DIE KRISTALLOGRAPHISCHE ASYMMETRI SCHE EINHEIT WELCHE 
AUS VI ER KETTEN BESTEHT • ANMERKUNG 350 ENTHAELT DIE ANWEI SUNGEN UEBER DIE 
ZUSAMMENSETZUNG DER BIOLOGISCH RELEVANTEN KOMPLEXE: 

ERZEUGUNG DES BIOMOLEKUELS 

KOORDINATEN FUER EIN MULTIMER WELCHES DEN BEKANNTEN OLIGOMERISIERUNGSZUSTAND 
REPRAESENTIERT 

DAS MOLEKUEL KANN DURCH DIE IM FOLGENDEN ANGEGEBENEN BIOMT TRANS FORMATIONEN 
ER2EUGT WERDEN. SOWOHL DIE KRI STALLOGRAPHI SCHEN ALS AUCH DIE NICHT- 
KRISTALLOGRAPHISCHEN OPERATIONEN SIND ANGEGEBEN. 



BIOMOLEKUEL: 1 

FOLGENDES AUF KETTEN A UND C ANWENDEN: 



BIOMOLEKUEL: 2 

FOLGENDES AUF KETTEN B UND D ANWENDEN: 



FEHLENDE RESTE 

FOLGENDE RESTE KONNTEN NICHT EXPERIMENT ELL LOKALI S I ERT WERDEN . (M=MODELL NUMMER; 
RES=NAME DES RESTES; C=KETTE; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ; I=INSERTIONSKODE) 

M RES C SSSEQI 
MET A 1 
GLU B 116 
ALA B 117 
ARG B 118 



FEHLENDE ATOME 

FOLGENDE RESTE WEISEN FEHLENDE ATOME AUF. (M=MODELL NUMMER; RES=NAME DES RESTES; 
C=KETTE; SSSEQ= POSITION IN DER SEQUENZ; I^INSERTIONSKODE) 

M RES CSSSEQI ATOMS 



GEOMETIE UND STEREOCHEMIE 

UNTERTHEMA. : LAENGE DER KOVALENTEN BINDUNGEN 
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95/137 
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Fortset2ung Fig. 3D 



DIE STEREOCHEMISCHEN PARAMETER DER FOLGENDEN RESTE HABEN WERTE , DIE VON DEN 
ERWARTUNGSWERTEN UM MEHR ALS 6*RM5D AB WEI CHEN . (M— MO DELL NUMMER; RES— NAME D 
RESTES; C=KETTE; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ; I=INSERTIONSKODE) 



STANDARD TABELLE 
FORMAT . . . 

ERWARTETE WERTE: ENGH UND HUBER, 1991 



GEOMETRIE UND STREOCHEMIE 
UNTERTHEMA:WINKEL KOVALENTER BINDUNGEN 



DIE STEREOCHEMI SCHEN PARAMETER DER FOLGENDEN RESTE HABEN WERTE, DIE VON DEN 
ERWARTUNGSWERTEN. UM MEHR ALS 6*RMSD ABWEICHEN. (M=MODELL NUMMER; RES=NAME DES 
RESTES; C=KETTE ; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ; I-INSERTIONSKODE) 



STANDARDTABELLE : 
FORMAT: 
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96/137 



Fig'.3E 
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TITLE 

TITLE 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

COMPND 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

SOURCE 

KEYWDS 

KEYWDS 

EXPDTA 

AUTHOR 

JRNL 

JRNL 

JRNL 

JRNL 

JRNL 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 



CHAPERON E 14 -MAR- 00 1ELR 

CRYSTAL STRUCTURE OF THE TPR2A-DOMAIN OF HOP IN COMPLEX 
2 WITH THE HSP90- PEPTIDE MEEVD 
MOL_ID: 1; 

2 MOLECULE: TPR2A- DOMAIN OF HOP; 

3 CHAIN: A; 

4 FRAGMENT: MIDDLE DOMAIN; 

5 ENGINEERED: YES; 

6 MOL_ID: 2; 

7 MOLECULE: HSP90-PEPTIDE MEEVD; 

8 CHAIN: B; 

9 FRAGMENT: C-TERMINAL PENTAPEPTIDE; 
10 ENGINEERED: YES 

MOLJCD: 1; 

2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS ; 

3 ORGAN I SM__COMMON : HUMAN; 

4 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI; 

5 EXPRESSION_SYSTEM__COMMON: BACTERIA; 

6 EXPRESSION_SYSTEM_J?LASMID: PPRO EX HTA; 

7 MOL_ID: 2; 

8 SYNTHETIC: YES ; 

9 OTHER_DETAlLS: THIS SEQUENCE OCCURS NATURALLY IN HUMANS 
HOP, TP R— DOMAI N r PEPTIDE- COMPLEX, HELICAL REPEAT, HSP90, 

2 PROTEIN BINDING 
X-RAY DIFFRACTION 

C . SCHEUFLER, A. BRINKER, F.U . HARTL, I .MOAREFI 

AUTH C . SCHEUFLER, A. BRINKER, F.U. HARTL, I . MOAREFI 

CRYSTAL STRUCTURE OF THE T PR2A- DOMAI N OF HOP IN 
COMPLEX WITH THE HSP90-PEPTIDE MEEVD 
TO BE PUBLISHED 



TITL 
TITL 
REF 
RE FN 



RESOLUTION . 1.90 ANGSTROMS . 



REFINEMENT . 
PROGRAM 
AUTHORS 



CNS 1.0 

BRUNGER, ADAMS , CLORE, DELANO, GROS, GROSSE- 
KUNSTLEVE, JIANG, KUSZEWSKI, NILGES, PANNU, 
READ, RICE r SIMONSON, WARREN 



3 REFINEMENT TARGET : ENGH fi HUBER 
3 

3 DATA USED IN REFINEMENT. 
3 RESOLUTION RANGE HIGH (ANGSTROMS) 
3 RESOLUTION RANGE LOW (ANGSTROMS) 
3 DATA CUTOFF (SIGMA (F) ) 

3 OUTLIER CUTOFF HIGH (RMS (ABS (F) ) ) 
3 COMPLETENESS (WORKING+TEST) (%) 
3 NUMBER OF REFLECTIONS 



FIT TO DATA USED IN REFINEMENT. 
CROSS-VALIDATION METHOD 
FREE R VALUE TEST SET SELECTION 
R VALUE (WORKING SET) 

FREE R VALUE 

FREE R VALUE TEST SET SIZE (%) 
FREE R VALUE TEST SET COUNT 



1.90 

9.93 

0.000 

NULL 

97.5 

10220 



THROUGHOUT 

RANDOM 

0.181 

0.219 

9. 800 

1003 
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REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 


REMARK 


3 



ESTIMATED ERROR OF FREE R VALUE : 0.007 



FIT IN THE HIGHEST RESOLUTION BIN. 
TOTAL NUMBER OF BINS USED 
BIN RESOLUTION RANGE HIGH (A) 
BIN RESOLUTION RANGE LOW (A) 
BIN COMPLETENESS (WORKING+TEST ) (%) 



REFLECTIONS IN BIN 
BIN R VALUE 
BIN FREE R VALUE 

BIN FREE R VALUE TEST SET SIZE 
BIN FREE R VALUE TEST SET COUNT 
ESTIMATED ERROR OF BIN FREE R VALUE 



(WORKING SET) 
(WORKING SET) 



(%) 



6 

1.90 

2.02 

93. 80 

1453 

0.2220 

0.2940 

9.90 

160 

0.023 



NUMBER OF NON-HYDROGEN ATOMS USED IN REFINEMENT. 



PROTEIN ATOMS 
NUCLEIC ACID ATOMS 
HETEROGEN ATOMS 
SOLVENT ATOMS 



1086 

0 

1 

151 



B VALUES. 
FROM WILSON PLOT (A**2) 
MEAN B VALUE ( OVERALL r A**2) 

OVERALL ANISOTROPIC B VALUE. 
Bll <A**2> : 1.96000 



15.30 
19.20 



B22 
B33 
B12 
B13 
B23 



(A** 2) 
(A**2) 
(A**2> 
(A**2) 
(A* + 2) 



3.43000 

-5.39000 

0.00000 

0.46000 

0.00000 



ESTIMATED COORDINATE ERROR. 
ESD FROM LUZZATI PLOT 
ESD FROM SIGMAA 
LOW RESOLUTION CUTOFF 



(A) 
(A) 
(A) 



0.19 

0.120 

5.00 



CROSS— VALIDATED ESTIMATED COORDINATE ERROR. 



ESD FROM C-V LUZZATI PLOT (A) 
ESD FROM C-V SIGMAA (A) 

RMS DEVIATIONS FROM IDEAL VALUES. 

* (A) 
(DEGREES) 
(DEGREES) 
(DEGREES) 



BOND LENGTHS 
BOND ANGLES 
DIHEDRAL ANGLES 
IMPROPER ANGLES 



0.23 
0.17 



0.008 
1.20 
17.80 
0.77 



ISOTROPIC THERMAL MODEL : RESTRAINED 
ISOTROPIC THERMAL FACTOR RESTRAINTS. 



MAIN-CHAIN BOND 
MAIN-CHAIN ANGLE 
SIDE-CHAIN BOND 
SIDE-CHAIN ANGLE 



BULK SOLVENT MODELING. 
METHOD USED : FLAT MODEL 
KSOL : 0.42 

BSOL : 47,21 



(A**2) 
(A**2) 
(A**2) 
(A**2) 



RMS 
1.18 
1.81 
1.92 
2.98 



SIGMA 
1.500 
2.000 
2.000 
2.500 
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98/137 



REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 



3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
4 
4 

100 
100 
100 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 



NCS MODEL : NULL 

MCS RESTRAINTS. 
GROUP 1 POSITIONAL 
GROUP 1 B- FACTOR 



(A) 
<A**2) 



RMS SIGMA/WEIGHT 
NULL ; NULL 
NULL ; NULL 



PARAMETER FILE 1 
PARAMETER FILE 2 
PARAMETER FILE 3 
PARAMETER FILE 4 
TOPOLOGY FILE 1 
TOPOLOGY FILE 2 
TOPOLOGY FILE 3 
TOPOLOGY FILE 4 



PROTEIN_REP.PA 
WATER_REP.PARA 
ION.PARAM 
CAPPING. PARAM 
PROTEIN. TOP 
ION.TOPM 
CAPPING. TOP 
NULL 



OTHER REFINEMENT REMARKS: NULL 

1ELR COMPLIES WITH FORMAT V. 2-3, 09-JULY-1998 

THIS ENTRY HAS BEEN PROCESSED BY RCSB ON 21-MAR-2000. 
THE RCSB ID CODE IS RCSB010709. 



EXPERIMENTAL DETAILS 
EXPERIMENT TYPE 
DATE OF DATA COLLECTION 
T EMP ERATURE ( KELVI N ) 

PH 

NUMBER OF CRYSTALS USED 



SYNCHROTRON 
RADIATION SOURCE 
BEAMLINE 

X-RAY GENERATOR MODEL 
MONOCHROMATIC OR LAUE 
WAVELENGTH OR RANGE 
MONOCHROMATOR 
OPTICS 



(Y/N) 



(M/L) 
(A) 



: X-RAY DIFFRACTION 
: 10-05-1999 
: 100.0 
: 8.50 
: 1 

Y 

ESRF 
ID14-3 
NULL 
M 

0. 9402 
NULL 
NULL 



DETECTOR TYPE : CCD 

DETECTOR MANUFACTURER : MARRESEARCH 

INTENSITY-INTEGRATION SOFTWARE : MAR 

DATA SCALING SOFTWARE : XDS 

NUMBER OF UNIQUE REFLECTIONS ; NULL 

RESOLUTION RANGE HIGH (A) : 1.900 

RESOLUTION RANGE LOW (A) : 15.000 

REJECTION CRITERIA (SIGMA{I)) : 0.000 

OVERALL. 



COMPLETENESS FOR 


RANGE (%) 


: 97.1 


DATA REDUNDANCY 




: 0.000 


R MERGE 


(I) 


: 0.03800 


R SYM 


(I) 


: NULL 


<I/SIGMA(I) > FOR 


THE DATA SET 


: 22.8000 



IN THE HIGHEST RESOLUTION SHELL. 
HIGHEST RESOLUTION SHELL, RANGE HIGH (A) 
HIGHEST RESOLUTION SHELL, RANGE LOW (A) 



1.90 
1.95 
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REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 

REMARK 



200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
280 
280 
280 
280 
280 
280 
280 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
•290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
290 
300 
300 
300 
300 
300 
350 
3S0 
350 



COMPLETENESS FOR SHELL 


(%) 


: 91.7 


DATA REDUNDANCY IN SHELL 




: 0.00 


R MERGE FOR SHELL 


(I) 


: 0.06800 


R SYM FOR SHELL 


(I) 


: NULL 


<I/SIGMA(I)> FOR SHELL 




: NULL 



DIFFRACTION PROTOCOL: SINGLE WAVELENGTH 
METHOD USED TO DETERMINE THE STRUCTURE: NULL 
SOFTWARE USED: MLPHARE 
STARTING MODEL: NULL 

REMARK: NULL 

CRYSTAL 

SOLVENT CONTENT, VS (%): NULL 

MATTHEWS COEFFICIENT, VM (ANGSTROMS* *3/ DA) : NULL 

CRYSTALLIZATION CONDITIONS: PEG MME 2000, TRIS, NICKEL 
CHLORIDE, XYLITOL 

CRY5TALLOGRAPHIC SYMMETRY 

SYMMETRY OPERATORS FOR SPACE GROUP: C 1 2 1 

SYMOP SYMMETRY 

NNNMMM OPERATOR 

1555 X,Y, Z 

2555 -X,Y,-Z 

3555 1/2+X, l/2+Y,Z 

4555 1/2-X, l/2+Y,-Z 

WHERE NNN -> OPERATOR NUMBER 

MMM -> TRANSLATION VECTOR 

CRYSTAL LOGRAPHIC SYMMETRY TRANSFORMATIONS 

THE FOLLOWING TRANSFORMATIONS OPERATE ON THE ATOM/ HETATM 
RECORDS IN THIS ENTRY TO PRODUCE CRYSTALLOGRAPHICALLY 
RELATED MOLECULES. 

0.000000 0.000000 
1.000000 0.000000 
0.000000 1.000000 
0.000000 0.000000 
1.000000 0.000000 



SMTRY1 
SMTRY2 
SMTRY3 
SMTRY1 
SMTRY2 
SMTRY3 
SMTRY1 
SMTRY2 
SMTRY3 
SMTRYL 
5MTRY2 
SMTRY3 



1 
1 
1 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
4 
4 
1 



1.000000 
0.000000 
0.000000 
-1.000000 
0.000000 
0.000000 
000000 
000000 
000000 
000000 
000000 
000000 



1. 

0. 
0. 

-1. 

0. 
0. 



0.000000 -1.000000 
0.000000 0.000000 



1. 000000 
0.000000 
0. 000000 
1. 000000 
0.000000 



0. 000000 
1.000000 
0.000000 
0.000000 
-1.000000 



0.00000 
0.00000 
0.00000 
0.00000 
0.00000 
0.00000 
36.64000 
24.13500 
0.00000 
36.64000 
24.13500 
0.00000 



REMARK: NULL 



BIOMOLECULE: 1 

THIS ENTRY CONTAINS THE CRYSTAL LOGRAPHIC ASYMMETRIC UNIT 
WHICH CONSISTS OF 2 CHAIN (S). SEE REMARK 350 FOR 
INFORMATION ON GENERATING THE BIOLOGICAL MOLECULE (S). 

GENERATING THE BIOMOLECULE 

COORDINATES FOR A COMPLETE MULTIMER REPRESENTING THE KNOWN 



WO 01/73019 
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REMARK 350 BIOLOGICALLY SIGNIFICANT OLI GOMERI ZATION STATE OF THE 
REMARK 350 MOLECULE CAN BE GENERATED BY APPLYING BIOMT TRANSFORMATIONS 
REMARK 350 GIVEN BELOW » BOTH NON-CRYSTALLOGRAPHIC AND 
REMARK 350 CRYSTALLOGRAPHI C OPERATIONS ARE GIVEN. 
REMARK 350 

REMARK 350 BIOMOLECULE: 1 

REMARK 350 APPLY THE FOLLOWING TO CHAINS: A, B 

REMARK 350 BIOMT1 1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000 
REMARK 350 BIOMT2 1 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000 
REMARK 350 BIOMT3 1 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000 
REMARK 375 

REMARK 375 SPECIAL POSITION 

REMARK 375 THE FOLLOWING ATOMS ARE FOUND TO. BE WITHIN 0.15 ANGSTROMS 
REMARK 375 OF A SYMMETRY RELATED ATOM AND ARE ASSUMED TO BE ON SPECIAL 
REMARK 375 POSITIONS. 
REMARK 375 

REMARK 375 ATOM RES CSSEQI 

REMARK 375 HOH 90 LIES ON A SPECIAL POSITION. 

REMARK 465 

REMARK 4 65 MISSING RESIDUES 

REMARK 465 THE FOLLOWING RESIDUES WERE NOT LOCATED IN THE 
REMARK 465 EXPERIMENT. (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN 
REMARK 465 IDENTIFIER; SSSEQ= SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE.) 
REMARK 465 

REMARK 465 M RES C SSSEQI 
REMARK 465 GLU A 350 

REMARK 465 ARG A 351 

REMARK 465 LEU A 352 

REMARK 470 

REMARK 470 MISSING ATOM 

REMARK 470 THE FOLLOWING RESIDUES HAVE MISSING ATOMS (M=MOD EL NUMBER; 
REMARK 470 RES ^RE SI DUE NAME; C=CHAIN IDENTIFIER; SSEQ=SEQUENCE NUMBER; 
REMARK 470 I«INSERTION CODE) : 



REMARK 


470 


M RES 


CSSEQI 


ATOMS 








REMARK 


470 


GLU 


A 291 


CG 


CD 


OE1 


OE2 


REMARK 


470 


ASN 


A 292 


CG . 


OD1 


ND2 




REMARK 


470 


ARG 


A 293 


CG 


CD 


NE 


CZ 


REMARK 


470 


GLU 


A 294 


CG 


CD 


OE1 


OE2 


REMARK 


470 


GLU 


A 348 


CG 


CD 


OE1 


OE2 



REMARK 500 

REMARK 500 GEOMETRY AND STEREOCHEMISTRY 

REMARK 500 SUBTOPIC: COVALENT BOND ANGLES 

REMARK 500 

REMARK 500 THE STEREOCHEMICAL PARAMETERS OF THE FOLLOWING RESIDUES 

REMARK 500 HAVE VALUES WHICH DEVIATE FROM EXPECTED VALUES BY MORE 

REMARK 500 THAN 6+RMSD (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN 

REMARK 500 IDENTIFIER; SSEQ=SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE) . 

REMARK 500 

REMARK 500 STANDARD TABLE: 

REMARK 500 FORMAT: ( 1QX, 13, 1X,A3, IX, Al, I4,A1, 3 (IX, A4, 2X> , 12X, F5 . 1) 

REMARK 500 

REMARK 500 EXPECTED VALUES: ENGH AND HUBER, 1991 

REMARK 500 



REMARK 


500 


M RES 


CSSEQI 


ATM1 


ATM2 


ATM3 














REMARK 


500 


ASP 


A 240 


N 


- CA 


- C 


ANGL. 


DEV. 




-7. 


5 


DEGREES 


REMARK 


500 


PRO 


A 256 


N 


- CA 


- C 


ANGL. 


DEV. 




8. 


2 


DEGREES 


REMARK 


500 


ARG 


A 293 


N 


- CA 


- C 


ANGL. 


DEV. 




7. 


6 


DEGREES 


REMARK 


500 


LYS 


A 315 


N 


- CA 


- C 


ANGL. 


DEV. 




-7. 


7 


DEGREES 


REMARK 


500 


TYR 


A 316 


N 


- CA 


- C 


ANGL . 


DEV. 




10. 


7 


DEGREES 
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REMARK 

REMARK 

REMARK 

DBREF 

SEQADV 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

SEQRES 

HET 

HET 

HETNAM 

HETNAM 

FORMUL 

FORMUL 

FORMUL 

HELIX 

HELIX 

HELIX 

HELIX 

HELIX 

HELIX 

HELIX 

CRYST1 

ORIGX1 

ORIGX2 

ORIGX3 

SCALE1 

SCALE2 

SCALE3 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 

ATOM 



900 

900 RELATED ENTRIES 

900 RELATED ID: 1ELW RELATED DB: PDB 

1ELR A 222 352 SWS P31948 IEFS_HUMAN 222 352 

1ELR GLY A 222 SWS P3194B LYS 222 CONFLICT 

1 A 131 GLY LYS GLN ALA LEU LYS GLU LYS GLU LEU GLY ASN ASP 

2 A 131 ALA TYR LYS LYS LYS ASP PHE ASP THR ALA LEU LYS HIS 

3 A 131 TYR ASP LYS ALA LYS GLU LEU ASP PRO THR ASK MET THR 

4 A 131 TYR ILE THR ASN GLN ALA ALA VAL TYR PHE GLU LYS GLY 

5 A 131 ASP TYR ASN LYS CYS ARG GLU LEU CYS GLU LYS ALA ILE 

6 A 131 GLU VAL GLY ARG GLU ASN ARG GLU ASP TYR ARG GLN ILE 

7 A 131 ALA LYS ALA TYR ALA ARG ILE GLY ASN SER TYR PHE LYS 

8 A 131 GLU GLU LYS TYR LYS ASP ALA ILE HIS PHE TYR ASN LYS 

9 A 131 SER LEU ALA GLU HIS ARG THR PRO ASP VAL LEU LYS LYS 

10 A 131 CYS GLN GLN ALA GLU LYS ILE LEU LYS GLU GLN GLU ARG 

11 A 131 LEU 

IB 6 ACE MET GLU GLU VAL ASP 

ACE B 0 3 

NI A 200 1 



ACE ACETYL GROUP 
NI NICKEL (II) ION 
ACE C2 H3 Ol 

NI Nil 2+ 

HOH *151(H2 Ol) 
A 222 LYS 



GLY 
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ASN 
ASP 
ASP 
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6.756 30.095 1.00 31.65 N 
8.099 25.436 1.00 23.38 N 
7.477 24.353 1.00 22.17 C 
8.198 24.111 1,00 21.18 c 
7.573 23.866 1.00 20.40 O 
7.444 23.072 1.00 20.93 C 
9.523 24.166 1.00 21.57 N 

10.268 23.937 1.00 20.61 C 

10.029 25.088 1.00 20.17 C 

9.983 24.879 1.00 18.07 O 

11.759 23.751 1.00 23.24 C 

12.024 22.405 1.00 25.31 C 

13.427 22.358 1.00 26.56 C 

11.815 21.272 1.00 27.28 C 

9.875 26.302 1.00 18.41 N 

9.592 27.455 1.00 18.52 C 

8.217 27.278 1.00 16.86 C 

8.026 27.595 1.00 15.00 O 

9.597 28.743 1.00 20.21 C 

10.974 29.124 1.00 25.22 C 

11.642 30.191 1.00 27.59 C 

11.080 31.579 1.00 29.87 C 

11.824 32.710 1.00 29.96 N 

7.253 26.802 1.00 14.66 N 

5.913 26.570 1.00 15.15 C 

5.982 25.464 1.00 13.46 C 

5.369 25.580. 1.00 11.83 O 

4.949 26.134 1.00 15.30 C 

4.757 27.172 1.00 17.47 C 
3.883 28.353 1.00 20.49 C 
3.966 29.398 1.00 20.67 O 
3.112 28.242 1.00 19.22 O 
6.718 24.391 1.00 10.86 N 
6.826 23.304 1.00 12.81 C 
7.399 23.789 1.00 12.38 C 
6.910 23.418 1.00 11.31 O 
7.709 22.183 1.00 13.09 C 
7.792 20.999 1.00 14.61 C 
9.001 20.140 1.00 16.56 C 

10.277 20.920 1.00 18.31 C 

11.414 19.985 1.00 21.48 N 

8.437 24.621 1.00 12.71 N 

9.053 25.113 1.00 13.54 C 

8.142 26.024 1.00 13.04 C 

8.182 26.010 1.00 12.44 O 

10.374 25.826 1.00 16.75 C 

11.535 24.865 1.00 20.67 C 

11.592 23.706 1.00 23.49 C 

11.446 23.930 1,00 23.86 0 

11.800 22.555 1.00 27.03 0 

7.339 26.837 1.00 10.97 N 

6.416 27.694 1,00 11.77 C 

5.389 26.785 1.00 10.32 C 

4.895 27.080 1.00 10.48 O 

5.717 28.687 1.00 13.00 C 

6.627 29.821 1.00 13.84 C 

5.872 30.695 1.00 15,02 C 

7.086 30.656 1.00 11.38 C 

5. 066 25.677 1.00 10.29 N 
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4.123 24.734 1.00 10.05 C 

4.725 24.052 1.00 10.94 C 

4.066 23.910 1.00 9.27 0 

5.986 23.632 1.00 11.09 N 

6.659 22.950 1.00 12.60 C 

6.715 23.842 1.00 13.14 C 

6.453 23.376 1.00 10.89 O 

8.095 22.525 1.00 12.35 C 

8.136 21.410 1.00 14.23 C 

7.148 20.709 1.00 13.22 O 

9.303 21.230 1.00 13.95 N 

7.069 25.111 1.00 13.19 N 

7.159 26.085 1.00 15.71 C 

5.797 26.183 1.00 14.90 C 

5.703 26.193 1.00 16.24 O 

7.557 27.477 1.00 19.45 C 

8.980 27.528 1.00 24.77 C 

9.236 28.375 1.00 24.99 O 

9.850 26.745 1.00 27.20 O 

4.725 26.221 1.00 14.59 N 

3.380 26.326 1.00 13.28 C 

2.988 25.062 1.00 13.68 C 

2.438 25.134 1.00 14.70 0 

2.352 26.620 1.00 12.82 C 

3.253 23.907 1.00 13.89 N 

2.976 22.612 1.00 12.66 C 

3.598 22.52B 1.00 14.89 C 

2.958 22.102 1.00 15.49 O 

3.579 21.503 1.00 11.72 • C 

3.631 20.150 1.00 11.52 C 

2.480 19.368 1.00 11.02 C 

4.835 19.646 1.00 9.76 C 

2.526 18.116 1.00 11.39 C 

4.889 18.387 1.00 9.91 C 

3.729 17.630 1.00 10.34 C 

3.770 16.366 1.00 9.87 O 

4.853 22.927 1.00 15.04 N 

5.543 22.860 1.00 19.91 C 

4.928 23.712 * 1.00 21.07 C 

5.080 23.395 1.00 21.79 O 

7.017 23.199 1.00 21.22 C 

7.754 22.119 1.00 22.64 C 

9.182 22.506 1.00 27.24 C 

9.829 21.461 1.00 28.99 C 

11.111 21.942 1.00 31.56 N 

4.222 24.775 1.00 21.48 N 

3.577 25.642 1.00 22.12 C 

2.138 25.197 1.00 21.06 C 

1.348 25.875 1.00 21.99 O 

3.581 27.099 1.00 25.20 C 

4.941 27,631 1.00 28.10 C 

5.898 27.578 1.00 29.87 C 

7.306 27.912 1.00 32.55 C 

8.265 27.754 1.00 33.19 N 

1.803 24.052 1.00 19.28 N 

0.465 23.507 1.00 18.66 C 

-0.565 24.328 1.00 17.21 C 

-1.760 24.269 1.00 15.56 O 

0.059 23.344 1.00 22.63 C 
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4.826 -3.726 1.00 13.65 C 
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2.303 -3.925 1.00 17.76 C 
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13.853 3.779 1.00 14.00 O 
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1.00 18.17 N 

1.00 20.21 C 

1.00 21.32 C 

1.00 21.37 O 

1.00 20.93 C 

1.00 25.06 C 

1.00 27.73 C 

1.00 29.88 O 

1.00 30.09 O 

1.00 21.94 N 

1.O0 23.45 C 

1.00 22.09 C 

1.00 22.79 O 

1.00 25.23 C 

1.00 30.45 C 

1.00 33.16 C 

1.00 35.50 C 

1.00 36.06 N 

1.00 21.64 N 

1.00 22.11 C 

1.00 23.98 C 

1.00 23.36 O 
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1.00 26.53 C 
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1.00 24.33 C 

1.00 31.00 N 

1.00 34.43 C 

1.00 35.65 C 

1.00 35.98 O 

1.00 35.69 C 

1.00 37.87 C 
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7.032 -11.697 1.00 39.62 C 

7.535 -13.029 1.00 41.39 C 

9.024 -13.154 1.00 42.61 N 

2.954 -9.248 1.00 37.15 N 

2.432 -9.288 1.00 39.03 C 

0.926 -9.511 1.00 40.35 C 

0.383 -10.190 1.00 39.97 O 

2.761 -7.995 1.00 39.16 C 

0.256 -8.930 1.00 41.34 N 

-1.189 -9.081 1.00 42.23 C 

-1.501 -10.515 1.00 42.94 C 

-1.963 -10.696 1.00 45.01 O 

-1.732 -8.083 1.00 42.16 C 

-1.589 -6.613 1.00 43.45 C 

-2.139 -5.662 1.00 44.81 C 

-1.765 -5.737 1.00 45.39 O 

-3.023 -4.758 1.00 44.41 N 

6.146 14.253 1.00 26.43 C 

5.609 13.177 1.00 27.07 O 

7.003 14.408 1.00 28.67 C 

6.022 15.331 1.00 16.60 N 

5.207 15.332 1.00 16.08 C 

5.857 14.536 1.00 15.57 C 

7.080 14.364 1.00 13.81 O 

5.003 16.775 1.00 17.95 C 

4.395 17.733 1.00 19.71 C 

4.387 19.409 1.00 23.85 S 

3.039 19.283 1.00 19.76 C 

5.030 14.064 1.00 15.61 N 

5.530 13.342 1.00 14.92 C 

6.510 14.283 1.00 15.20 C 

6.325 15.498 1.00 15.89 O 

4.370 12.994 1.00 14.50 C 

3.500 11.842 1.00 15.26 C 

4.277 10.544 1-00 15.63 C 

4.598 10.006 1.00 15.54 0 

4.589 10.068 1.00 15.63 O 

7.541 13.728 1.00 15.41 N 

8.548 14.532 1.00 16.51 C 

8.154 14.885 1.00 15.77 C 

7.699 14.023 1.00 14.97 O 

9.881 13.770 1.00 19.71 C 

10.607 13.640 1.00 25.47 C 

11.832 12.729 1.00 29.25 C 

12.622 12.864 1.00 30.05 O 

12.003 11.882 1.00 32.05 O 

8.332 16.146 1.00 15.94 N 

8.042 16.534 1.00 14.46 C 

9.368 16.744 1.00 16.25 C 

10.374 17.110 1.00 16.95 0 

7.183 17.815 1.00 12.41 C 

5.735 17.508 1.00 11.08 C 

7.757 18.931 1.00 12^26 C 

9.362 16.512 1.00 16.26 N 

10.558 16.630 1.00 17.99 C 

10.548 17.872 1.00 17.70 C 

9.487 18.508 1.00 17.62 O 

10.684 15.373 1.00 19.95 C 
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7.135 1.00 39.82 O 

8.053 1.00 25.04 o 

5.483 1.00 42.56 o 

1.394 1.00 26.13 o 

18.308 1-00 29.84 O 

30.109 1.00 17.30 O 

33.398 1.00 18.95 O 

8.029 1.00 24.90 0 

14.991 1.00 29.11 O 

20.270 1-00 23.25 O 

-5.230 1.00 27.78 O 

16.746 1.00 34.30 O 

-0.300 1.00 34. 00 O 

15.297 1.00 26.37 O 

26.208 1.00 44.81 O 

20.560 1.00 21.27 0 

3.431 1.00 36.57 O 

-6.214 1-00 26.33 O 

24.181 1.00 29.23 O 

-5.115 1-00 33.72 O 

-3.570 1.00 24.16 O 

29.490 1.00 39.91 O 

10.311 1.00 4 8.55 O 

-6.483 1.00 31.36 O 

11.991 1.00 33.91 O 

6.701 1-00 32.09 O 

9.663 1.00 38.86 O 

12.374 1.00 25.84 O 

31.789 1.00 32.35 O 

4.853 1.00 28.40 O 

8.912 1.00 26.31 , O 

-1.457 1.00 40.81 O 

13.029 1,00 31.93 O 

19.315 1.00 31.03 O 

0.910 1.00 45.99 O 

12,411 1.00 31-70 O 
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24.289 1.00 40.32 O 
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Ubersetzung der Beschreibung der Figur 3E 

Figur 3E 



CHAPERON 

KRISTALLSTRUKTUR DER TPR2A- DOMAENE VON HOP IM KOMPLEX MIT DEM HSP90 PEPTID MEEVD 
MOL_ID:l; 

MOLEKUEL TFR2A- DOMAENE VON HOP 
KETTE A; 

FRAGMENT: MITTLERE DOMAENE ; 
KONSTRUIERT: JA; 
MOL_ID 2 

MOLEKUEL : HSP90— PEPTID MEEVD 
KETTE : B ; 

FRAGMENT: C-TERMINALES PENTAPEPTID 
KONSTRUIERT: JA 
MOL_ID: 1; 

ORGANISMUSJfflSSENSCHAFTLICH: HOMO SAPIENS; 
ORGANISMUS_GEBRAEUCHLlCH: MENSCH 
EXPRESSIONS__SYSTEM: ESCHERICHIA COLI 
EXPRESSIONS_SYSTEM__GEMEIN : BAKTERIEN 
EXPRESSIONS_SYSTEM__PLASMID PPRO-EX-HTA 
MOL_ID2: 
SYNTHETISCH: JA 

ANDERE EINZELHEITEN: DIESE SEQUENZ KOMMT NATUERLI CHERWEI S E IN MENS CHEN VOR 
HOP, TPR- DOMAENE , PEPTID-KOMPLEX, HELIKALER REPEAT/ HSP90 , PROTEIN- BINDEND 
ROENTGENBEUGUNG 

C. SCHEUFLER, A. BRINKER, F.U. HARTL, I . MOAREFI 

KRISTALLSTRUKTUR DER T PRl — DOMAENE VON HOP IM KOMPLEX MIT EINEM HSP90 PEPTID 
MEEVD ZUR VEROEFFENTLI CHUNG VORGESEHEN 



AUFLOESUNG 1, 9A 

VERFEINERUNG 
PROGRAMM: CNS1 

AUTO REN : BRUNGER , ADAMS 

VERFEINERUNGSZIEL: ENGH UND HUBER 

IN DER VERFEINERUNG EINGESETZTE DATEN 

OBERER AUFLOESUNGSBEREICH 1,9A 
UNTERER AUFLOESUNGSBEREICH 9, 93A 

AUSSCHLUSSKRITERIUM FUER DIE DATEN (SIGMA(F) ) : KEINES 
VOLLSTAENDIGKEIT (ARBEITS UND TEST) 97 , 5% 
ANZAHL DER REFLEXE; 10220 

FIT DER IN DER VERFEINERUNG EINGESETZTEN DATEN 
KREUZ VAL I DI ERUNGSMETHODE : DURCHGEHEND 

WAHL DES TESTDATENSATZES FUER FREIEN R WERT: ZUFAELLIG 
R WERT (ARBEITSSATZ) : 18,1% 
FREIER R WERT 0,219 

GROESSE DES TESTDATENSATZES FUER FREIEN R WERT: 9,8% 
ANZAHL DER REFLEXE IM TESTDATENSATZ : 1003 
GESCHAETZTER FEHLER DES FREIEN R WERTS : 0,007% 

FIT IN DER HOECHSTEN AUFLOESUNGSSCHALE: 
ANZAHL DER SCHALEN GESAMT * : 6 
HOECHSTE AUFLOESUNGSSCHALE: 1, 9A 
NIEDRIGSTE AUFLOESUNGSSCHALE: 2,02A 
VOLLSTAENDIGKEIT (FREIE UND ARBEITS) 93,8% 
ANZAHL DER REFLEXE IN DER SCHALE: 1453 
R WERT (ARBEIT) 0,222 
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Fortsetzung Fig. 3E 



FREIER R WERT: 0,2940 
GROESSE DES TESTSATZES : 9,9% 
ANZAHL DER REFLEXE IM TESTSET: 160 

GESCHAETZTER FEHLER DES FREIEN R WERTS IN DER SCHALE: 0,023 

ANZAHL DER NICHT WASS ERSTOFF ATOME BEI DER VERFEINERUNG 
PROTEINATOME: 108 6 
NUKLEINSAEUREATOME: 0 
HETEROATOME: 1 - 
SOLVENSATOME ; 151 

B WERTE 

AUS DEM WILSON PLOT 15,3 A** 2 

DURCHSCHNITTLICHER TEMPERATURWERT : 19 , 2 A**2 

ANI SOTROPER TEMPERATURWERT UEBER ALLES 

Bll (A**2): 1.96 

B22 (A**2) : 3 f 43 

B33(A**2) : -5,39 

B12 (A**2) : 0 

B13 (A**2) : 0,46 

B23 (A**2) : 0 



GESCHAETZTER KOORDINATENFEHLER 

ESD (GESCHAETZTE STANDARDABWEI CHUNG) AUS LUZATTI-PLOT: 0,19 A 
ESD AUS SIGMAA: 0, 12A 
UNTERE AUFLOE SUNG SG REN ZE : 5A 

KREUZVALIDIERTER GESCHAETZTER KOORDINATENFEHLER 
ESD AUS C-V LUZATTI-PLOT: 0,23 A**2 
ESD AUS C-VSIGMAA; 0, 17A**2 



RMS ABWEICHUNGEN VON DEN I DEAL EN WERT EN 
BINDUNGSLAENGEN : 0 , 00 8A 
BINDUNGSWINKEL: 1,2 GRAD 
DIEDERWINKEL : 17,8 GRAD 
IMPROPER WINKEL: 0,77 GRAD 

ISOTROPISCHES THERMISCHES MO DELL : RESTRAINED 

ISOTROPE RESTRAINTS DER TEMPERATURFAKTOREN 
HAUPTKETTENBINDUNGEN : 1,18 A**2; 1,5 SIGMA 
HAUPTKETTENWINKEL: 1,81 A**2; 2 SIGMA 
SEITEKETTENBINDUNGEN: 1,92 A**2; 2 SIGMA 
SEITENKETTENWINKEL: 2,98 A**2; 2,5 SIGMA 



MASSENSOLVES MODELLIERUNG 
BENUTZTE METHODE: FLACHES MODELL 
KSOL: 0,42 
BSOL: 47,21 



NCS MODELL: KEINES 

NCS RESTRAINTS: KEINE 

PARAMETER DAT EI 1 : PROTEIN_REP . PA 
PARAMETER DAT EI '2: WATER__REP . PARA 
PARAMETER DAT EI 3: ION.PARAM 
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PARAMETER DAT EI 4: CAPPING. PARAM 

TO POLOGI EDATEI 1: PROTEIN. TOP 
TOPOLOGIEDATEI 2: ION. TOP 
TOPOLOGIEDATEI 3: CAPPING. TOP 
TOPOLOGIEDATEI 4: NULL 

WEITERE BEMERKUNGEN ZUR VERFEINERUNG: KEINE 

1ELR 1ST MIT FORMAT V.2.3, 09-JULI-1998 KONFORM 

DIESER EINTRAG WURDE VOM RCSB AM 21-MAR-2000 PROZESSIERT. 
DER RCSB KODE 1ST RCSB010709 

DETAILS DES EXPERIMENTS 

ART DES EXPERIMENTS: ROENTGENBEUGUNG 

DATUM DER DATENSAMMLUNG ; 10.5.1999 

TEMPERATUR: 100K 

PH: 8.5 

ANZAHL DER VERWENDETEN KRISTALLE: 1 

SYNCHROTRON: JA 
STRAHLENQUELLE: ESRF 
BEAMLINE: ID14-3 
ROENTGENGENERATOR: KEINER 
MONOCHROMATI SCH 
WELLENLAENGE : 0 r 9402A 
KEIN MONOCHROMATOR 
KEINE OPTIK 

DETEKTORART : CCD 
HERSTELLERE : MARRES EARCH 

PROGRAMM ZUR INTEGRATION DR INTEN S I TAETEN : MAR 
SKALIERUNGSPROGRAMM: XDS 

ANZAHL DER EINZIGARTIGEN REFLEXE: K/A 
OBERES AUFLOESUKGSLIMIT : 1,9k 
UNTERES: 15, OA 

AU S SCHLUS S KRITERI EN (SIGMA(I) ) : 0,0 
UEBER ALLES 

VOLLSTAENDIGKEIT: 97, 1% 
REDUNDANZ DER DATEN: 0,0 
R MERGE (I) : 0,038 
R SYM (I) ; KEINER 

<I/SIGMA(I)> FUER DEN DAT ENS AT Z : 22,8 

IN DER HOECHSTEN AUFLOESUNGSSCHALE 
OB ERE GRENZE: 1, 9A 
UNTERE GRENZE: 1,95a 

VOLLSTAENDIGKEIT DIESER SCHALE: 91,7% 
REDUNDANZ IN DIESER SCHALE: 0 
R MERGE IN DIESER SCHALE: 0,068 
R SYM IN DIESER SCHALE: KEINER 
<I/SIGMA(I)> FUER DIESE SCHALE: KEINE 

BEUGUNGS PROTOKOLL: EINZELNE WELLENLAENGE 
METHODE DER STRUKTURBESTIMMUNG : KEINE 
VERWENDETES PROGRAMM: MLPHARE 
AUSGANGSMODELL: KEINES 
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ANMERKUNG : KEINE 
KRI STALL 

LOSUNGSMITTEL GEHALT: VS (%) : NULL 
MATTHEWS KOEFFIZ IENT : VM (A** 3/DA) : NULL 

KRISTALLISATIONSBEDINGUNGEN: PEG MME 2000, TRIS, NICKEL CHLORID, XYLIT 
KRI STALLS YMMETRIE 

SYMMETRIOPERATOREN FUER RAUMGRUPPE C 121 



wobei NNN -> OPERATIONSNUMMER 

MMM ~> TRANSLATIONSVEKTOR 

KRISTALLOGRAPHISCHE SYMMETRIETRANS FORMATION 

DIE FOLGENDEN TRANS FORMATIONEN GELTEN FUR ATOM/HETATM 



BIOMOLEKUEL 1 

DIESER EINTRAG BEINHALTET DIE KRISTALLOGRAPHISCHE ASYMMETRI SCHE EINHEIT WELCHE 
AUS ZWEI KETTEN BESTEHT. ANMERKUNG 350 ENTHAELT DIE ANWEISUNGEN UEBER DIE 
ZUSAMMENSETZUNG DER BIOLOGISCH RELEVANT EN MOLEKOLE: 

(350) ERZEUGUNG DES BIOMOLEKUELS 

KOORD I NAT EN FUER EIN MULTIMER WELCHES DEN BEKANNTEN OLIGOMERISIERUNGSZUSTAND 
REPRAESENTIERT 

DAS MOLEKUEL KANN DURCH DIE IM FOLGENDEN ANGEGEBENEN BIOMT TRANS FORMATIONEN 
ERZEUGT WERDEN . SOWOHL DIE KRI STA1LOGRAPHIS CHEN ALS AUCH DIE NICHT— 
KRI STALLOGRAPHIS CHEN OPERATIONEN SIND ANGEGEBEN. 

BIOMOLEKUEL: 1 

FOLGENDES AUF KETTEN A UND B ANWENDEN: 



SPEZIELLE POSITIONEN 

FOLGENDE ATOME SIND HOECHSTENS 0,1 5A VON EINEM SYMMETRIEVERWANDTEN ENTFERNT UND 
ES WIRD DAHER ANGENOMMEN, DASS SIE AUF EINER SPEZIELLEN POSITION LIEGEN: 

HOH 90 LIEGT AUF EINER SPEZIELLEN POSITION 

FEHLENDE RESTE 

FOLGENDE RESTE KONNTEN NICHT EXPERIMENTELL LOKALISIERT WERDEN. (M=MODELL NUMMER 
RES-NAME DES RESTES ; C=KETTE; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ ; I=INSERTIONSKODE) 

M RES C SSSEQI 
GLU A 350 
ARG A 351 
LEU A 352 

FEHLENDE ATOME 

FOLGENDE RESTE WEISEN FEHLENDE ATOME AUF. (M=MODELL NUMMER; RES=NAME DES RESTES 
C=KETTE; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ / I=INSERTIONSKODE) 

M RES CSSSEQI ATOMS 
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GEOMETRIE UND STEREOCHEMIE 

UNTERTHEMA: LAENGE DER KOVALENTEN BINDUNGEN 

DIE STEREOCHEMISCHEN PARAMETER DER FOLGENDEN RESTE HABEN WERTE, DIE VON DEN 
ERWARTUN GSWERTEN UM MEHR ALS 6*RMSD ABWEICHEN. (M=MODELL NUMMER; RES=NAME DES 
RESTES; C=KETTE; SSSEQ=POSITION IN DER SEQUENZ; I INSERTIONS KODE) 



STANDARD TABELLE 
FORMAT . . . 



ERWARTETE WERTE: ENGH UND HUBER, 1991 
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Ligand bond His 53 Non-figand residues involved In hydrophobic 

NorHigandbond contact(s) 

*j>~+ Hydrogen bond and its length x Corresponding atoms involved in hydrophobic contact(s) 
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FIG. 7 
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Figure 9 (not in the manuscript) 

Affinities of full length proteins and individual domains as measured by 
surface plasmon resonance. 

1. The interaction of Hsp90 with Hop can be described by the interaction 
of the last five residues of Hsp90 with the TPR2a domain of Hop. 

Hsp90 vs Hop: IpM (+/- 0.4uM) 

Hsp90 vs TPR2a: 7fiM (+/- 4uM) 



C90 vs Hop 3 uM (+/- 2uM) 

C90 vs TPR2a 5uM (+/- 1 uM) 

(5mer peptide from Hsp90 C-terminus): 

MEEVD vs TPR2a 1 luM 



2. The interaction of Hsp70 with Hop can be described by the interaction 
of the last seven residues of Hsp70 with the TPRl domain of Hop. 

Hsp70 vs Hop: 2uM (+/- 1 uM) 

Hsp70 vs TPRl : 1 8uM (+/- 8nM) 



C70 vs Hop 2uM (+/- 1 uM) 

C70 vs TPRl 22uM (+/- 2uM) 

(7mer peptide from Hsp90 C-tenninus): 

PTTEEVD vs TPR2a 17uM 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Max-Planck-Gesellschaft e. V. 

<120> TPR-HITZESCHOCKPROTEIN 

<130> Ml984-001-DEPDESk 

<140> 100 18 335.2 
<141> 2000-04-13 

<160> 30 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TPR1 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Arainosaure entspricht der Minosaure 4 
der TPRl-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 

<2.22> (17) . . (29) 

<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (35) . . (46) 

<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 



1 
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<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (85) . . (97) 

<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 

<400> 1 

Val Asn Glu Leu Lys Glu Lys Gly Asn Lys Ala Leu Ser Val Gly Asn 
1 5 io is 

lie Asp Asp Ala Leu Gin Cys Tyr Ser Glu Ala lie Lys Leu Asp Pro 
20 25 30 

His Asn His Val Leu Tyr Ser Asn Arg Ser Ala Ala Tyr Ala Lys Lys 
35 40 45 

Gly Asp Tyr Gin Lys Ala Tyr Glu Asp Gly Cys Lys Thr Val Asp Leu 
50 55 60 

Lys Pro Asp Trp Gly Lys Gly Tyr Ser Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu 
65 70 75 80 

Phe Leu Asn Arg Phe Glu Glu Ala Lys Arg Thr Tyr Glu Glu Gly Leu 
85 90 95 

Lys His Glu Ala Asn Asn Pro Gin Leu Lys Glu Gly Leu Gin Asn Met 
100 105 no 

Glu Ala Arg Leu Ala Glu Arg Lys Phe Met 
115 120- 



<210> 2 

<211> 122 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz CHIP in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 26 
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der CHIP-Sequenz in Fig. 3. 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (51) . . (63) 

<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (69) . . (80) 

<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 

<400> 2 

Ala Gin Glu Leu Lys Glu Gin Gly Asn Arg Leu Phe Val Gly Arg Lys 
15 io is 

Tyr Pro Glu Ala Ala Ala Cys Tyr Gly Arg Val lie Thr Arg Asn Pro 
20 25 30 

Leu Val Ala Val Tyr Tyr Thr Asn Arg Ala Leu Cys Tyr Leu Lys Met 
35 40 45 

Gin Gin His Glu Gin Ala Leu Ala Asp Cys Arg Arg Ala Leu Glu Leu 
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50 55 

Asp Gly Gin Ser Val Lys Ala His 
65 70 

Glu Met Glu Ser Tyr Asp Glu Ala 
85 

Ser Leu Ala Lys Glu Gin Arg Leu 
100 

Ala Leu Arg lie Ala Lys Lys Lys 
115 120 



60 

Phe Phe Leu Gly Gin Cys Gin Leu 
75 80 

lie Ala Asn Leu Gin Arg Ala Tyr 
90 95 

Asn Phe Gly Asp Asp lie Pro Ser 
105 no 

Arg Trp 



<210> 3 
<211> 128 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TPR2A in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 225 
der TPR2A-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (51) . . (63) 

<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
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<222> (76) . . (87) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (92) . . (104) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (111) . . (123) 

<223> Helix C 

V 

<400> 3 

Ala Leu Lys Glu Lys Glu Leu Gly Asn Asp Ala Tyr Lys Lys Lys Asp 
1 5 10 15 

Phe Asp Thr Ala Leu Lys His Tyr Asp Lys Ala -Lys Glu Leu Asp Pro 
20 25 30 

Thr Asn Met Thr Tyr He Thr Asn Gin Ala Ala Val Tyr Phe Glu Lys 
35 40 45 

Gly Asp Tyr Asn Lys Cys Arg Glu Leu Cys Glu Lys Ala He Glu Val 
50 55 60 

Gly Arg Glu Asn Arg Glu Asp Tyr Arg Gin He Ala Lys Ala Tyr Ala 
65 70 75 80 

Arg He Gly Asn Ser Tyr Phe Lys Glu Glu Lys Tyr Lys Asp Ala He 
85 90 95 

His Phe Tyr Asn Lys Ser Leu Ala Glu His Arg Thr Pro Asp Val Leu 
100 105 no 

Lys Lys Cys Gin Gin Ala Glu Lys He Leu Lys Glu Gin Glu Arg Leu 
115 120' 125 



<210> 4 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 
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<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TPR2B in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Minosaure 360 
der TPR2B-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) • . (117) 

<223> Helix C 

<400> 4 

Ala Leu Glu Glu Lys Asn Lys Gly Asn Glu Cys Phe Gin Lys Gly Asp 
1 5 10 is 

Tyr Pro Gin Ala Met Lys His Tyr Thr Glu Ala lie Lys Arg Asn Pro 
20 25 30 

Lys Asp Ala Lys Leu Tyr Ser Asn Arg Ala Ala Cys Tyr Thr Lys Leu 
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35 40 

Leu Glu Phe Gin Leu Ala Leu Lys Asp 
50 55 

Glu Pro Thr Phe lie Lys Gly Tyr Thr 
65 70 

j 

Ala Met Lys Asp Tyr Thr Lys Ala Met 
85 

Asp Leu Asp Ser Ser Cys Lys Glu Ala 
100 105 

Met Met Ala Gin Tyr Asn Arg His Asp 
115 120 
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45 

Cys Glu Glu Cys lie Gin Leu 
60 

Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu 
75 80 

Asp Val Tyr Gin Lys Ala Leu 
90 95 

Ala Asp Gly Tyr Gin Arg Cys 
110 

Ser 



<210> 5 

<211> 122 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz PP5 in Fig. 3 
Die erste Aminosaure der vorliegenden Sequenz 
entspricht der Aminosaure 28 der PP5-Sequenz in 
Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B ■ 
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<220> 

<221> HELIX 
<222> <69) . . (80) 
<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 



<400> 5 

Ala Glu Glu Leu Lys Thr Gin Ala Asn Asp Tyr Phe Lys Ala Lys Asp 
15 io 15 

Tyr Glu Asn Ala lie Lys Phe Tyr Ser Gin Ala lie Glu Leu Asn Pro 
20 25 30 

Ser Asn Ala lie Tyr Tyr Gly Asn Arg Ser Leu Ala Tyr Leu Arg Thr 
35 40 45 

Glu Cys Tyr Gly Tyr Ala Leu Gly Asp Ala Thr Arg Ala He Glu Leu 
50 55 60 

Asp Lys Lys Tyr He Lys Gly Tyr Tyr Arg Arg Ala Ala Ser Asn Met 
65 70 75 80 

Ala Leu Gly Lys Phe Arg Ala Ala Leu Arg Asp Tyr Glu Thr Val Val 
85 90 95 

Lys Val Lys Pro His Asp Lys Asp Ala Lys Met Lys Tyr Gin Glu Cys 
100 105 no 

Asn Lys lie Val Lys Gin Lys Ala Phe Glu 
115 120 



<210> 6 

<211> 137 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 
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<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz FKBP51 in 
Fig. 3. Die ira Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aroinosaure entspricht der flminosaure 268 
der FKBP51-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> {17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (50) . . (61) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (66) . . (78) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (84) - . (95) 
<223> Helix 3A 

<22 0> 

<221> HELIX 

<222> (100) . . (112) 

<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (120) . . (132) 

<223> Helix C 

<400> 6 

Ala Ala lie Val Lys Glu Lys Gly Thr Val Tyr Phe Lys Gly Gly Lys 
15 io is 

Tyr Met Gin Ala Val He Gin Tyr Gly Lys He Val Ser Trp Leu Glu 
20 25 30 

Met Glu Tyr Gly Leu Ser Glu Lys Glu Ser Lys Ala Ser Glu Ser Phe 

9 



WO 01/73019 



PCT/EPO 1/03617 



35 40 45 

Leu Leu Ala Ala Phe Leu Asn Leu Ala Met Cys Tyr Leu Lys Leu Arg 
50 55 60 

Glu Tyr Thr Lys Ala Val Glu Cys cys Asp Lys Ala Leu Gly Leu Asp 
65 70 75 80 

Ser Ala Asn Glu Lys Gly Leu Tyr Arg Arg Gly Glu Ala Gin Leu Leu 
85 90 95 

Met Asn Glu Phe Glu Ser Ala Lys Gly Asp Phe Glu Lys Val Leu Glu 
100 105 HO 

Val Asn Pro Gin Asn Lys Ala Ala Arg Leu Gin lie Ser Met Cys Gin 
115 120 125 

Lys Lys Ala Lys Glu His Asn Glu Arg 
130 135 



<210> 7 
<211> 137 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz FKBP52 in 
Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 270 
der FKBP52-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (50) . . (61) 
<223> Helix 2A 

<220> 
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<221> HELIX 
<222> (66) . . (78) 
<22 3> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (84) . . (95) 
<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (100) - . (112) 

<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (120) . . (132) 

<223> Helix C 



<400> 7 

Ser Thr lie Val Lys Glu Arg Gly Thr Val Tyr Phe Lys Glu Gly Lys 
1 5 io 15 

Tyr Lys Gin Ala Leu Leu Gin Tyr Lys Lys He Val Ser Trp Leu Glu 
20 25 30 

Tyr Glu Ser Ser Phe Ser Asn Glu Glu Ala Gin Lys Ala Gin Ala Leu 
35 40 45 

Arg Leu Ala Ser His Leu Asn Leu Ala Met Cys His Leu Lys Leu Gin 
5 0 55 60 

Ala Phe Ser Ala Ala He Glu Ser Cys Asn Lys Ala Leu Glu Leu Asp 
65 70 75 80 

Ser Asn Asn Glu Lys Gly Leu Phe Arg Arg Gly Glu Ala His Leu Ala 
85 SO 95 

Val Asn Asp Phe Glu Leu Ala Arg Ala Asp Phe Gin Lys Val Leu Gin 
100 105 no 

Leu Tyr Pro Asn Asn Lys Ala Ala Lys Thr Gin Leu Ala Val Cys Gin 
I 15 120 125 



Gin Arg lie Arg Arg Gin Leu Ala Arg 
130 135 
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<210> 8 
<211> 138 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz CYP40 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 223 
in der CYP40-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (62) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (67) . . (79) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (96) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (101) . . (113) 

<223> Helix 3B 

<22 0> 

<221> HELIX 

<222> (121) . . (133) 

<223> Helix C 

<400> 8 

Thr Glu Asp Leu Lys Asn lie Gly Asn Thr Phe Phe Lys Ser Gin Asn 
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15 10 15 

Trp Glu Met Ala He Lys Lys Tyr Ala Glu Val Leu Arg Tyr Val Asp 
20 25 30 

Ser Ser Lys Ala Val He Glu Thr Ala Asp Arg Ala Lys Leu Gin Pro 
35 40 45 

He Ala Leu Ser Cys Val Leu Asn He Gly Ala Cys Lys Leu Lys Met 
50 55 60 

Ser Asn Trp Gin Gly Ala He Asp Ser Cys Leu Glu Ala Leu Glu Leu 
65 1 70 75 80 

Asp Pro Ser Asn Thr Lys Ala Leu Tyr Arg Arg Ala Gin Gly Trp Gin 
85 90 95 

Gly Leu Lys Glu Tyr Asp Gin Ala Leu Ala Asp Leu Lys Lys Ala Gin 
100 105 no 

Gly He Ala Pro Glu Asp Lys Ala He Gin Ala Glu Leu Leu Lys Val 
115 120 125 

Lys Gin Lys He Lys Ala Gin Lys Asp Lys 
130 135 



<210> 9 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TOM34 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 193 
der TOM34-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (17) . . (29) 

<223> Helix IB 
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<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (51) . . (63) 

<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (69) . . (80) I 

<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (85).. (97) 
<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 

<400> 9 

Ala Arg Val Leu Lys Glu Glu Gly Asn Glu Leu Val Lys Lys Gly Asn 
1 5 10 -15 

His Lys Lys Ala lie Glu Lys Tyr Ser Glu Sex Leu Leu Cys Ser Asn 
20 25 30 

Leu Glu Ser Ala Thr Tyr Ser Asn Arg Ala Leu Cys Tyr Leu Val Leu 
35 40 45 

Lys Gin Tyr Thr Glu Ala Val Lys Asp Cys Thr Glu Ala Leu Lys Leu 
50 55 60 

Asp Gly Lys Asn Val Lys Ala Phe Tyr Arg Arg Ala Gin Ala His Lys 
65 7 0 75 80 

Ala Leu Lys Asp Tyr Lys Ser Ser Phe Ala Asp lie Ser Asn Leu Leu 
85 90 95 

Gin lie Glu Pro Arg Asn Gly Pro Ala Gin Lys Leu Arg Gin Glu Val 
100 105 no 

Lys Gin Asn Leu His 
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<210> 10 
<211> 121 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TOM70 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 136 
der TOM7 0-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (45) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (50) . . (62) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (68) . . (79) 
<223> Helix 3A 

- <220> 

<221> HELIX 
<222> (84) . . (96) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (104) . . (116) 

<223> Helix C 
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<400> 10 

Ala Ala Lys Leu Lys Glu Leu Gly Asn Lys Ala Tyr Gly ser Lys Asp 
15 10 15 

Phe Asn Lys Ala He Asp Leu Tyr Ser Lys Ala He lie Cys Lys Pro 
20 25 30 

Asp Pro Val Tyr Tyr Ser Asn Arg Ala Ala Cys His Asn Ala Leu Ala 
35 40 45 

Gin Trp Glu Gin Val Val Ala Asp Thr Thr Ala Ala Leu Lys Leu Asp 

50 * . "\ 55 6 o 

Pro His Tyr Val Lys Ala Leu Asn Arg Arg Ala Asn Ala Tyr Asp Gin 
65 70 75 80 

Leu Ser Arg Tyr Arg His Ala Leu Leu Asp Phe Thr Ala Ser Cys He 
85 90 95 

He Asp Gly Phe Arg Asn Glu Gin Ser Ala Gin Ala Val Glu Arg Leu 
100 105 no 

Leu Lys Lys Phe Ala Glu Asn Lys Ala 
115 120 



<210> 11 
<211> 126 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz CNSl_sc in 
Fig. 3. Die im Seguenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 83 
der CNSl_sc-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 
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<220> 

<221> HELIX 
<222> (39) . . (50) 
<223> HeliK 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (55) . . (67) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (73) . . (84) j 

<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (89) . . (101) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (109) . . (121) 

<223> Helix C 

<400> 11 

Ala Glu Asn Phe Lys Lys Gin Gly Asn Glu Leu Tyr Lys Ala Lys Arg 
1 5 io is 

Phe Lys Asp Ala Arg Glu Leu Tyr Ser Lys Gly Leu Ala Val Glu Cys 
20 25 30 

Glu Asp Lys Ser lie Asn Glu Ser Leu Tyr Ala Asn Arg Ala Ala Cys 
35 40 45 

Glu Leu Glu Leu Lys Asn Tyr Arg Arg Cys He Glu Asp Cys Ser Lys 
50 55 60 

Ala Leu Thr He Asn Fro Lys Asn Val Lys Cys Tyr Tyr Arg Thr Ser 
65 70 75 80 

Lys Ala Phe Phe Gin Leu Asn Lys Leu Glu Glu Ala Lys Ser Ala Ala 
85 90 95 

Thr Phe Ala Asn Gin Arg He Asp Pro Glu Asn Lys Ser He Leu Asn 
100 105 no 

Met Leu Ser Val He Asp Arg Lys Glu Gin Glu Leu Lys Ala 
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115 120 125 



<210> 12 

<211> 127 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TTC1 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Arainosaure 116 
der Sequenz TTC1 in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (40) , . (51) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (56) . . (68) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (74) . . (85) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (90) . . (102) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (110) . . (122) 

<223> Helix C 
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<400> 12 

Ser Thr Arg Leu Lys Glu Glu Gly Asn Glu Gin Phe Lys Lys Gly Asp 
15 io 15 

Tyr lie Glu Ala Glu Ser Ser Tyr Ser Arg Ala Leu Glu Met Cys Pro 
20 25 30 

Ser cys Phe Gin Lys Glu Arg Ser lie Leu Phe Ser Asn Arg Ala Ala 
35 40 45 

Ala Arg Met Lys Gin Asp Lys Lys Glu Met Ala lie Asn Asp Cys Ser 
50 55 60 

Lys Ala He Gin Leu Asn Pro Ser Tyr He Arg Ala Xle Leu Arg Arg 
65 70 75 80 

Ala Glu Leu Tyr Glu Lys Thr Asp Lys Leu Asp Glu Ala Leu Glu Asp 
85 90 95 

Tyr Lys Ser He Leu Glu Lys Asp Pro Ser lie His Gin Ala Arg Glu 
100 105 no 

Ala Cys Met Arg Leu Pro Lys Gin He Glu Glu Arg Asn Glu Arg 
115 120 125 



<210> 13 
<211> 126 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TTC2 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Atninosaure entspricht der Aminosaure 246 
der TTC2-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<22l> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 
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<220> 

<221> HELIX 

<222> (39) . . (50) 

<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (55) . . (67) 
<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (73) . . (84) 
<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (89) . . (101) 
<223> Helix 3B 



<22 0> 

<221> HELIX 

<222> (109) . . (121) 

<223> Helix C 

<400> 13 

Leu Lys Ala Lys Lys Glu Asp Gly Asn Lys Ala Phe Lys Glu Gly Asn 
1 5 10 is 

Tyr Lys Leu Ala Tyr Glu Leu Tyr Thr Glu Ala Leu Gly lie Asp Pro 
20 25 30 

Asn Asn lie Lys Thr Asn Ala Lys Leu Tyr Cys Asn Arg Gly Thr Val 
35 40 45 

Asn Ser Lys Leu Arg Lys Leu Asp Asp Ala lie Glu Asp Cys Thr Asn 
50 55 60 

Ala Val Lys Leu Asp Asp Thr Tyr lie Lys Ala Tyr Leu Arg Arg Ala 
65 "70 75 80 

Gin Cys Tyr Met Asp Thr Glu Gin Tyr Glu Glu Ala Val Arg Asp Tyr 
85 90 95 

Glu Lys Val Tyr Gin Thr Glu Lys Thr Lys Glu His Lys Gin Leu Leu 
100 105 no 

Lys Asn Ala Gin Leu Glu Leu Lys Lys Ser Lys Arg Lys Asp 
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115 120 125 



<210> 14 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TTC3 in 

Pig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 231 
der TTC3-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (35) . . (46) 

<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (51) . . (63) 

<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 
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<400> 14 

Gly Glu Leu Met Lys Met Lys Gly Asn Glu Glu Phe Ser Lys Glu Arg 
1 5 io 15 

Phe Asp lie Ala lie lie Tyr Tyr Thr Arg Ala lie Glu Tyr Arg Pro 
20 25 30 

Glu Asn Tyr Leu Leu Tyr Gly Asn Arg Ala Leu Cys Phe Leu Arg Thr 
35 40 45 

Gly Gin Phe Arg Asn Ala Leu Gly Asp Gly Lys Arg Ala Thr lie Leu 
50 55 60 

Lys Asn Thr Trp Pro Lys Gly His Tyr Arg Tyr Cys Asp Ala Leu Ser 
65 70 75 80 

Met Leu Gly Glu Tyr Asp Trp Ala Leu Gin Ala Asn lie Lys Ala Gin 
85 90 95 

Lys Leu Cys Lys Asn Asp Pro Glu Gly He Lys Asp Leu He Gin Gin 
100 105 no 

His Val Lys Leu Gin Lys Gin lie Glu Asp 
115 120 



<210> 15 
<211> 126 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<22 0> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TTC4 in 

Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure der vorliegenden Sequenz 
entspricht der Aminosaure 79 der TTC4-Sequenz in 
Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 
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<220> 

<221> HELIX 

<222> (39) , . (50) 

<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (55).. (67) 
<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (73) . . (84) 
<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (89) . . (101) 

<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (109) . . (121) 

<223> Helix C 



<400> 15 

Ala Lys Thr Tyr Lys Asp Glu Gly Asn Asp Tyr Phe Lys Glu Lys Asp 
1 5 io 15 

Tyr Lys Lys Ala Val lie Ser Tyr Thr Glu Gly Leu Lys Lys Lys Cys 
20 25 30 

Ala Asp Pro Asp Leu Asn Ala Val Leu Tyr Thr Asn Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Gin Tyr Tyr Leu Gly Asn Phe Arg Ser Ala Leu Asn Asp Val Thr Ala 
5 0 55 60 

Ala Arg Lys Leu Lys Pro Cys His Leu Lys Ala lie lie Arg Gly Ala 
65 70 75 80 

Leu Cys His Leu Glu Leu lie His Phe Ala Glu Ala Val Asn Trp Cys 
85 90 95 

Asp Glu Gly Leu Gin He Asp Ala Lys Glu Lys Lys Leu Leu Glu Met 
100 105 no 
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Arg Ala Lys Ala Asp Lys Leu Lys Arg lie Glu Gin Arg Asp 
H5 120 125 



<210> 16 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz IRSP in 

rig. 3. Die im Protokoll an erster Stelle genannte 
Aminosaure entspricht der Aminosaure 225 der 
IRSP-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51).. (63) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<22l> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . , (117) 
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<223> Helix C 
<400> 16 

Phe Lys Ala Leu Lys Glu Glu Gly Asn Gin Cys Val Asn Asp Lys Asn 
15 10 15 

Tyr Lys Asp Ala Leu Ser Lys Tyr Ser Glu Cys Leu Lys lie Asn Asn 
20 25 30 

Lys Glu Cys Ala lie Tyr Thr Asn Arg Ala Leu Cys Tyr Leu Lys Leu 
35 40 45 

Cys Gin Phe Glu Glu Ala Lys Gin Asp Cys Asp Gin Ala Leu Gin Leu 
50 55 60 

Ala Asp Gly Asn Val Lys Ala Phe Tyr Arg Arg Ala Leu Ala His Lys 
65 70 75 80 

Gly Leu Lys Asn Tyr Gin Lys Ser Leu lie Asp Leu Asn Lys Val He 
85 90 95 

Leu Leu Asp Pro Ser He He Glu Ala Lys Met Glu Leu Glu Glu Val 
100 105 no 

Thr Arg Leu Leu Asn Leu Lys Asp Lys Thr 
115 120 



<210> 17 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz SGT in Fig. 3. 
Die in Sequenzprotokoll an erster Stelle genannte 
Aminosaure entspricht der Aminosaure 89 der 
SGT-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (17) . . (29) 

<223> Helix IB 
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<220> 

<221> HELIX 

<222> (35) . . (46) 

<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 



<400> 17 

Ala Glu Arg Leu Lys Thr Glu Gly Asn Glu Gin Met Lys Val Glu Asn 
15 io 15 

Phe Glu Ala Ala Val His Phe Tyr Gly Lys Ala He Glu Leu Asn Pro 
20 25 30 

Ala Asn Ala Val Tyr Phe Cys Asn Arg Ala Ala Ala Tyr Ser Lys Leu 
35 40 45 

Gly Asn Tyr Ala Gly Ala Val Gin Asp Cys Glu Arg Ala He Cys lie 
50 55 60 

Asp Pro Ala Tyr Ser Lys Ala Tyr Gly Arg Met Gly Leu Ala Leu Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu Asn Lys His Val Glu Ala Val Ala Tyr Tyr Lys Lys Ala Leu 
85 90 95 

Glu Leu Asp Pro Asp Asn Glu Thr Tyr Lys Ser Asn Leu Lys lie Ala 
100 105 no 
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Glu Leu Lys Leu Arg Glu Ala Pro ser Pro 
115 120 



<210> 18 
<211> 127 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

* 

<220> 

<223> Die vorliegende Sequenz entspricht der Sequenz 
KIAA0719 in Fig. 3. Die im Sequenzprotokoll an 
erster Stelle genannte Aminosaure entspricht der 
Aminosaure 114 der KIAA0719-Sequenz in Fig. 3. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> <17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (40) . . (51) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (56) . . (68) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (74) . . (B5) 

<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (90) . . (102) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (110) . . (122) 
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<223> Helix C 



<400> 18 

Ala Gin Ala Ala Lys Asn Lys Gly Asn Lys Tyr Phe Lys Ala Gly Lys 
15 10 15 

Tyr Glu Gin Ala lie Gin Cys Tyr Thr Glu Ala lie Ser Leu Cys Pro 
20 25 30 

Thr Glu Lys Asn Val Asp Leu Ser Thr Phe Tyr Gin Asn Arg Ala Ala 
35 40 45 

Ala Phe Glu Gin Leu Gin Lys Trp Lys Glu Val Ala Gin Asp Cys Thr 
50 55 60 

Lys Ala Val Glu Leu Asn Pro Lys Tyr Val Lys Ala Leu Phe Arg Arg 
" 70 75 80 

Ala Lys Ala His Glu Lys Leu Asp Asn Lys Lys Glu Cys Leu Glu Asp 
85 90 95 

Val Thr Ala Val Cys lie Leu Glu Gly Phe Gin Asn Gin Gin Ser Met 
100 105 no 

Leu Leu Ala Asp Lys Val Leu Lys Leu Leu Gly Lys Glu Lys Ala 
3-15 120 125 



<210> 19 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (1) in 

Fig.3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 4 
der Sequenz (1) in Fig. 3A. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 
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<400> 19 

Val Asn Glu Leu Lys Glu Lys Gly Asn Lys Ala Leu Ser Val Gly Asn 
15 10 15 

lie Asp Asp Ala Leu Gin Cys Tyr Ser Glu Ala lie Lys Leu Asp Pro 
20 25 30 



His Asn 



<210> 20 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (2) in Fig. 
3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 225 
der Sequenz (2) in Fig.3A. 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (1)..(12) 
<223> Helix 1A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) ...(29) 
<223> Helix IB 



<400> 20 

Ala Leu Lys Glu Lys Glu Leu Gly Asn Asp Ala Tyr Lys Lys Lys Asp 
15 10 15 

Phe Asp Thr Ala Leu Lys His Tyr Asp Lys Ala Lys Glu Leu Asp Pro 
20 25 30 

Thr Asn 



<210> 21 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (3) in 

Fig.3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte ftminosaure entspricht der Aminosaure 360 
der Sequenz (3) in Fig. 3A. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix IB 

<400> 21 

Ala Leu Glu Glu Lys Asn Lys Gly Asn Glu Cys Phe Gin Lys Gly Asp 
15 10 15 

Tyr Pro Gin Ala Met Lys His Tyr Thr Glu Ala lie Lys Arg Asn Pro 
20 25 30 

Lys Asp 



<210> 22 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (4) in 
Fig.3A. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) • , (12) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (17) . . (29) 

<223> Helix 2B 

<400> 22 
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His Val Leu Tyr Ser Asn Arg Ser Ala Ala Tyr Ala Lys Lys Gly Asp 
15 10 15 

Tyr Gin Lys Ala Tyr Glu Asp Gly cys Lys Thr Val Asp Leu Lys Pro 
20 25 30 

Asp Trp 



<210> 23 
<211> 41 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (5) in 
Fig.3A. 

<220> 

<221> HELIX 
.<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix 2B 

<400> 23 

Met Thr Tyr lie Thr Asn Gin Ala Ala Val Tyr Phe Glu Lys Gly Asp 
1 5 io 15 

Tyr Asn Lys cys Arg Glu Leu Cys Glu Lys Ala He Glu Val Gly Arg 
20 25 30 

Glu Asn Arg Glu Asp Tyr Arg Gin He 
35 40 



<210> 24 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (6) in 
Fig.3A. 
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<220> 

<221> HELIX 

<222> (1) . . (12) 

<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix 2B 

<400> 24 

Ala Lys Leu Tyr Ser Asn Arg Ala Ala Cys Tyr Thr Lys Leu Leu Glu 
15 io 15 

Phe Gin Leu Ala Leu Lys Asp Cys Glu Glu Cys lie Gin Leu Glu Pro 
20 25 30 

Thr Phe 



<210> 25 
<211> 32 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (7) in 

Fig.3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Arninosaure entspricht der Arninosaure 72 
in Sequenz (7) in Fig.3A. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix 3B 

<400> 25 

Gly Lys Gly Tyr Ser Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu Phe Leu Asn Arg 
15 10 is 

Phe Glu Glu Ala Lys Arg Thr Tyr Glu Glu Gly Leu Lys His Glu Ala 
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20 



25 



30 



<210> 26 
<211> 32 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (8) in 

Fig.3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 300 
in Sequenz (8) in Fig.3A. 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (1) . . (12) 1 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17) . . (29) 
<223> Helix 3B 

<400> 26 

Ala Lys Ala Tyr Ala Arg lie Gly Asn Ser Tyr Phe Lys Glu Glu Lys 
1 5 10 15 

Tyr Lys Asp Ala lie His Phe Tyr Asn Lys Ser Leu Ala Glu His Arg 



<210> 27 
<211> 32 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz (9) in 

Fig.3A. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 428 
in Sequenz (9) in Fig.3A. 
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<220> 

<221> HELIX 

<222> (1) , . (12) 

<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> <17) . . (29) 
<223> Helix 3B 

<400> 27 

lie Lys Gly Tyr Thr Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu Ala Met Lys Asp 
1 5 io is 

Tyr Thr Lys Ala Met Asp Val Tyr Gin Lys Ala Leu Asp Leu Asp Ser 
20 25 30 



<210> 28 

<211> 122 

<212> £>RT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Diese Sequetiz entspricht der Sequenz TPR1 in 

Fig.3B. Die im Sequenzprotokoll an erster S telle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 4 
der TPRl-Sequenz in Fig.3B. 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (1) . . (12) 

<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (17).. (29) 

<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (35).. (46) 

<223> Helix 2A 
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<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (69) . . (80) 

<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (85) . . (97) 

<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (105) . . (117) 

<223> Helix C 

<400> 28 

Val Asn Glu Leu Lys Glu Lys Gly Asn Lys Ala Leu Ser Val Gly Asn 
15 10 15 

lie Asp Asp Ala Leu Gin Cys Tyr Ser Glu Ala lie Lys Leu Asp Pro 
20 25 30 

His Asn His Val Leu Tyr Ser Asn Arg Ser Ala Ala Tyr Ala Lys Lys 
35 40 45 

Gly Asp Tyr Gin Lys Ala Tyr Glu Asp Gly Cys Lys Thr Val Asp Leu 
50 55 60 

Lys Pro Asp Trp Gly Lys Gly Tyr Ser Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu 
65 70 75 80 

Phe Leu Asn Arg Phe Glu Glu Ala Lys Arg Thr Tyr Glu Glu Gly Leu 
85 90 95 

Lys His Glu Ala Asn Asn Pro Gin Leu Lys Glu Gly Leu Gin Asn Met 
100 105 no 

Glu Ala Arg Leu Ala Glu Arg Lys Phe Met 
115 120 



<210> 29 
<211> 128 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Die vorliegende Sequenz entspricht der Sequenz 

TPR2A in Fig.3B. Die im Sequenzprotokoll an erster 
Stelle genannte Amino saure entspricht der 
Aminosaure 225 der TPR2A-Sequenz in Fig.3B. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (17).. (29) 
<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (76) . . (87) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (92) . . (104) 
<223> Helix 3B 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (111) . . (123) 

<223> Helix C 

<400> 29 

Ala Leu Lys Glu Lys Glu Leu Gly Asn Asp Ala Tyr Lys Lys Lys Asp 
15 10 15 
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Phe Asp Thr Ala Leu Lys His Tyr 
20 

Thr Asn Met Thr Tyr lie Thr Asn 
35 40 

Gly Asp Tyr Asn Lys Cys Arg Glu 
50 55 

Gly Arg Glu Asn Arg Glu Asp Tyr 
65 7 0 

Arg He Gly Asn Ser Tyr Phe Lys 
85 

His Phe Tyr Asn Lys Ser Leu Ala 
100 

Lys Lys Cys Gin Gin Ala Glu Lys 
115 120 



Asp Lys Ala Lys Glu Leu Asp Pro 
25 30 

Gin Ala Ala Val Tyr Phe Glu Lys 
45 

Leu Cys Glu Lys Ala lie Glu Val 
60 

Arg Gin lie Ala Lys Ala Tyr Ala 
75 80 

Glu Glu Lys Tyr Lys Asp Ala Xle 
90 95 

Glu His Arg Thr Pro Asp Val Leu 
105 no 

lie Leu Lys Glu Gin Glu Arg Leu 
125 



<210> 30 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Diese Sequenz entspricht der Sequenz TPR2B in 

Fig.3B. Die im Sequenzprotokoll an erster Stelle 
genannte Aminosaure entspricht der Aminosaure 360 
der Sequenz TPR2B in Fig.3B. 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (1) . . (12) 
<223> Helix 1A 

<220> 

<221> HELIX 

<222> (17) . . (29) 

<223> Helix IB 

<220> 

<221> HELIX 



i 

\ 
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<222> (35) . . (46) 
<223> Helix 2A 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (51) . . (63) 
<223> Helix 2B 



<220> 

<221> HELIX 
<222> (69) . . (80) 
<223> Helix 3A 

<220> 

<221> HELIX 
<222> (85) . . (97) 
<223> Helix 3B 



<220> 

<221> HELIX . 
<222> (105) . . (117) 
<223> Helix C 



<400> 30 

Ala Leu Glu Glu Lys Asn Lys Gly Asn Glu Cys Phe Gin Lys Gly Asp 
1 5 . 10 15 

Tyr Pro Gin Ala Met Lys His Tyr Thr Glu Ala lie Lys Arg Asn Pro 
20 25 30 

Lys Asp Ala Lys Leu Tyr Ser Asn Arg Ala Ala Cys Tyr Thr Lys Leu 
35 40 45 

Leu Glu Phe Gin Leu Ala Leu Lys Asp Cys Glu Glu Cys lie Gin Leu 
50 55 60 



Glu Pro Thr Phe He Lys Gly Tyr Thr Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu 
65 70 75 80 

Ala Met Lys Asp Tyr Thr Lys Ala Met Asp Val Tyr Gin Lys Ala Leu ; 

85 90 95 

Asp Leu Asp Ser Ser Cys Lys Glu Ala Ala Asp Gly Tyr Gin Arg Cys 
100 105 HO 

Met Met Ala Gin Tyr Asn Arg His Asp Ser 
115 120' 
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